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1 Einleitung 
 
1.1 Metalloproteasen und Ektodomänen-Shedding 
 
 
Proteasen, oder auch Peptidasen, katalysieren die hydrolytische Spaltung von Peptidketten 
(Proteolyse). Sie sind für alle Organismen lebensnotwendig und werden z.B. zur Aktivierung 
von anderen Proteinen, zur Prozessierung von Antigenen (unter anderem lysosomale 
Proteasen) oder zum Abbau von nicht mehr benötigten Proteinen (Proteasom-Proteasen) 
benötigt. 
Den Mitgliedern der Protease-Familie der Metzinkine können neben der Untergruppe der 
Serralysine, der Astazine und der Matrix-Metalloproteasen (MMPs, Matrizine) die 
Adamalysin-Proteasen zugeordnet werden. Die letzte Gruppe umfasst die Schlangengift-
Proteasen sowie die ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease). Diese zeigen vor allem in 
ihrer Protease-Domäne eine starke Homologie. Hier binden sie im aktiven Zentrum ein 
Zink2+-Ion über die Histidinreste (H) des konservierten Sequenzmotifs HExxHxxGxxH. 
Glutamat (E) und Glycin (G) komplexieren nicht. Zusätzlich wird eine distinkte ß-
Faltblattstruktur im aktiven Zentrum gefunden, die durch Methioninreste vermittelt wird und 
wichtig für die katalytische Aktivität ist. Insgesamt besteht jedoch lediglich zu etwa 20% eine 
Homologie der Aminosäurensequenz zwischen den Mitgliedern der Metzinkzinen. Die hier 
näher betrachteten MMPs und ADAMs sind extrazellulär auf oder an der Plasmamembran 
aktiv und spalten dort eine Vielzahl unterschiedlicher Moleküle. Die Hauptaufgabe der MMPs 
besteht im Abbau und der Remodellierung der extrazellulären Matrix (EZM), wodurch die 
Vorraussetzung für die Migrationsfähigkeit von Zellen im Gewebe geschaffen wird, welche 
auch zur Invasivität von Tumoren beiträgt (Kajita et al., 2001; Noe et al., 1997). Darüber 
hinaus werden von den MMPs auch Wachstumsfaktoren und Adhäsionsmoleküle prozessiert. 
Dies trägt zu so unterschiedlichen zellulären Aktivitäten wie u.a. Angiogenese, Entzündung 
oder Differenzierung bei (Stefanidakis et al., 2006; Page-McCaw et al., 2007; Fingleton et al.,  
2007). Die ADAMs spalten Membranproteine, wodurch die Freisetzung der extrazellulären 
Domänen von der Zelloberfläche erreicht wird. Dieser Prozess wird als „Ektodomain 
Shedding“ bezeichnet (Jalkanen et al., 1987). 
ADAM-Metalloproteasen spalten unter anderem Adhäsionsmoleküle wie Cadherine, Proteine 
der Immunglobulin-Superfamilie und Selektine (Reiss et al., 2006). Ebenso werden der 
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Signalübertragung dienende endo- und parakrine Botenstoffe proteolytisch von der 
Zelloberfläche freigesetzt, so unter anderem Zytokine und deren Rezeptoren im Rahmen einer 
Entzündungsreaktion (Mullberg et al., 2000; Rose-John et al., 2000). 
Differenzierungsprozesse, bedeutsam vor allem in der Entwicklungsbiologie komplexer 
Organismen und der Krebsentstehung, beruhen zu einem großen Teil auf Signalübertragungen 
von Zelle zu Zelle durch Wachstumsfaktoren. An der Modulation auch dieser 
Signalübertragungswege sind Shedding-Prozesse z.B. im Falle des Epidermal Growth Factor 
(EGF) oder des Transforming Growth Factor-alpha (TGF-alpha) grundlegend beteiligt 
(Blobel et al., 2005). 
Nach der Freisetzung der extrazellulären Domäne eines Membranproteins wird der in der 
Membran verbleibende Rest häufig einer weiteren Prozessierung unterworfen, die in der 
Spaltung innerhalb der Transmembrandomäne besteht. Dies wurde zuerst für das Amyloid 
Precursor Protein (APP) und den Notch-Rezeptor gezeigt. Dieses Typ I-Transmembranprotein 
wird nach der extrazellulären Spaltung durch den Presenilin-Komplex innerhalb der Membran 
geschnitten. Mitglieder der Familie der Signalpeptid-Peptidasen wirken in vergleichbarer 
Weise auf Typ II Transmembranproteine. Diese sequentielle Spaltung wird in ihrer 
Gesamtheit als „Regulated Intramembrane Proteolysis“ (Riping) bezeichnet (Steiner et al., 
2000). 
Man nimmt an, dass Störungen in der strengen Regulation der Metalloproteasen bzw. des 
Riping-Prozesses insgesamt an der Entstehung bedeutender Krankheiten wie u.a. Krebs, 
Arthritis und Morbus Alzheimer beteiligt sind (u .a. Selkoe et al., 1998; Holmbeck et al., 
1999; Mochizuki et al., 2007). 
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Regulierten Intramembrane Proteolyse 
(„Riping“) 
Viele Transmembranproteine werden einer sequentiellen Prozessierung unterworfen. Zunächst erfolgt ein 
extrazellulärer Schnitt, der zur Freisetzung einer Extrazellulären Domäne führt. Nachfolgend wird der in der 
Membran verbleibende Rest innerhalb der Transmembrandomäne prozessiert. Dadurch wird die intrazelluläre 
Domäne (IZD) ins Zytoplasma freigesetzt. In vielen Fällen konnte für diesen und /oder assoziierte Proteine eine 
Translokation in den Zellkern nachgewiesen werden, wo auf diese Weise die Transkription verschiedener 
Zielgene moduliert werden kann.  
 
 
1.2 Die Familie der Disintegrin-ähnlichen Metalloproteasen 
Die ADAM-Proteasen sind Typ I Transmembranproteine, die an vier Aminosäure-Resten eine 
N-Glykosylierung aufweisen und im Trans-Golgi Netzwerk sowie an der Plasmamembran 
lokalisiert sind. Bereits in Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster werden 
ADAMs gefunden, jedoch nicht in Echerichia coli, Saccharomyces cerevisiae oder Pflanzen 
(Rooke  et al., 1996; Wen  et al., 1997; Seals and Courtneige, 2003).  
Die zuerst identifizierte ADAM-Protease Fertilin (ADAM1) wurde auf der 
Spermienoberfläche des Meerschweinchens entdeckt (Blobel et al., 1992), wo sie über die 
Bindung an Integrine auf der Oberfläche der Eizellen essentiell für die Fusion von Spermium 
und Eizelle zu sein scheint (Evans et al., 1995; Almeida et al., 1995; Evans et al., 1997a; 
Evans et al., 1997b). Aus diesem Grund wurde eine Funktion bei der Zell-Zell-Adhäsion für 
die ADAMs postuliert (Blobel et al., 2005)  
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Eine Übersicht über die Familie der ADAM-Proteasen ist auf der Internet-Seite   
http://people.virginia.edu/~jw7g/Table_of_the_ADAMs.html erhältlich. Von den bisher 40 
identifizierten ADAMs zeigen lediglich 25 ein funktionelles Zinkbindungsmotiv in der 
Metalloprotease-Domäne. Die übrigen sind daher proteolytisch wahrscheinlich nicht aktiv. 
Unter den proteolytisch aktiven sind ADAM8, 9, 10, 12, 15, 17, 19 und 28 als physiologisch 
und/ oder pathophysiologisch besonders relevante ADAMs zu nennen. Viele ADAMs (u.a. 
ADAM 8, 9, 10, 11, 12, 15, 17, 19, 22, 23, 28, 33) werden eher ubiquitär im somatischen 
Gewebe exprimiert. Andererseits finden sich etwa die Hälfte der ADAMs (u.a. ADAM 2, 7, 
18, 20, 21, 29, 30) ausschließlich oder vorwiegend in den Hoden (Seals and Coutneidge, 
2003).  
Die Translokation der ADAMs an die Plasmamembran geht mit der Abspaltung einer relativ 
großen Prodomäne durch Protein-Konvertasen wie Furin und Protein-Konvertase-7 einher. 
Dies stellt eine kontrollierte proteolytische Aktivierung der Proform (Zymogen) dar (Moss et 
al., 1997; Loechel et al.,  1999; Anders et al., 2001). Dabei dissoziiert im sogenannten 
Cystein-Wechsel (“cystein switch“) ein Cystein der Prodomäne vom Zinkatom des aktiven 
Zentrums (van Wart und Birkedal-Hansen, 1990; Milla et al.; 2006).  
Alternatives Splicing wird für einige ADAMs beschrieben, so z.B. ADAM22 (Sagane et al., 
1998), ADAM29, ADAM30 (Ceretti et al., 1999) und ADAM33 (Powell et al., 2004), ohne 
dass eine funktioneller Unterschied der resultierenden Isoformen gefunden wird. In einigen 
Fällen werden durch alternatives Splicing lösliche Genprodukte generiert (u.a. ADAM 9, 10, 
12, 28), deren Funktion allerdings wenig untersucht ist (Gilpin et al., 1998; Howard et 
al.,2000; Roberts et al., 1999; Yavari et al., 1998; Hotoda et al., 2000).   
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1.3 Die Domänen-Struktur der ADAM-Proteasen  
 
Topologisch lassen sich die meisten ADAMs in mehrere Domänen unterteilen, wie in Abb. 2 
dargestellt ist (Seals and Courtneidge, 2003; White et al., 2003; Becherer et al., 2003) 
Die Prodomäne der ADAMs weist N-terminal eine Signalsequenz auf, die die Protease dem 
sekretorischen Transportweg zuführt. Neben ihrer bereits erwähnten inaktivierenden Funktion 
scheint sie eine Chaperon-Funktion zu besitzen: Wird ein ADAM10-Konstrukt ohne 
Prodomäne exprimiert, ist es aufgrund nicht nativer Faltung inaktiv in Bezug auf seine 
Proteaseaktivität. Die Koexpression der Prodomäne führt hier zur Wiederherstellung der 
Proteaseaktivität , wie Anders et al. 2001 zeigen konnten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2: Domänen-Struktur einer typischen ADAM-Metalloprotease 
Die ADAMs umfassen in der Regel eine Prodomäne mit einem N-terminalem Signalpeptid, die Metalloprotease-
Domäne, eine Disintegrin-Domäne, eine cysteinreiche Domäne, die Transmembrandomäne und eine 
zytoplasmatische Domäne. Einige Mitglieder der ADAM-Familie besitzen extrazellulär zusätzlich 
membranproximal eine EGF-ähnliche Domäne.   
 
Durch Kristallisation der Metalloprotease-Domänen von ADAM17 (Maskos et al., 1998) und 
ADAM33 (Orth et al., 2004) konnte der katalytische Mechanismus der Metzinkin-Proteasen 
genauer definiert werden. Im aktiven Zentrum koordinieren drei Histidinreste und ein 
Cysteinrest ein Zinkatom sowie Wassermoleküle. Dieses Strukturmotif markiert also die 
potentiell katalytisch aktiven ADAMs.  
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Die Disintegrindomäne ist, teilweise in Kombination mit einer cysteinreichen Domäne, an der 
Regulation der katalytischen Aktivität (Smith et al., 2002), der Substraterkennung (Reddy et 
al., 2000; Janes et al., 2005) und der Entfernung der Prodomäne von der katalytischen 
Domäne (Milla et al., 1999) beteiligt. Die putative Rolle der Disintegrindomäne bei der 
Substraterkennung könnte der Grund dafür sein, dass die Disintegrindomänen der jeweiligen 
ADAMs zwischen verschiedenen Spezies relativ hoch konserviert sind (Nakamura et al.,  
2004). Neben den ADAMs besitzen auch die Schlangengift-Metalloproteasen eine etwa 90 
Aminosäuren große Disintegrindomäne. Takeda et al. konnten 2006 die Metalloprotease-
Domäne der zu den ADAMs homologen Schlangengift-Protease Vap1 zusammen mit deren 
Disintegrindomäne kristallisieren. In der resultierenden Struktur ragt die Disintegrindomäne 
aus der MP-Domäne heraus und beschreibt einen C-förmigen Arm mit gebundenen Ca2+ 
Ionen. Die Disintegrin-Schleife („disintegrin-loop“) ist durch die cysteinreiche Domäne 
blockiert, so dass hier die Bindung an Integrinrezeptoren unwahrscheinlich ist. Daher ist eine 
Funktion der meisten ADAMs in der Zell-Zell-Adhäsion nicht anzunehmen. Darüber hinaus 
wurde in dieser Arbeit in der cysteinreichen Domäne, die durch streng konservierte 
Disulfidbrücken stabilisiert wird, eine sogenannte „hypervariable Region“ identifiziert. Durch 
sie könnte ein großer Teil der spezifischen Substraterkennung vermittelt sein.  
Ebenfalls innerhalb der cysteinreichen Domäne konnte durch Janes et al. für ADAM10 ein 
Interaktionsmodul für die Erkennung des Sustratkomplexes ephrin-5A/EphA3 identifiziert 
werden. ADAM10 ist hier konstitutiv mit der Rezeptor-Tyrosin-Kinase EphA3 assoziiert. 
Durch deren Bindung an den Ephrin-Liganden Ephrin-A5 wird durch ADAM10 die Spaltung 
von Ephrin-A5 vermittelt, wofür dieses als „hydrophobe Tasche“ bezeichnete Modul 
essentiell ist. Inwieweit andere Substrate der ADAMs durch diesen definierten 
Sequenzabschnitt erkannt werden, ist bisher nicht detailliert untersucht. Weiterhin könnte die 
cysteinreiche Domäne die Bindung von Proteoglykanen vermitteln (Iba et al., 2000).  
Viele ADAMs, nicht aber ADAM10 und ADAM17 weisen darüber hinaus noch eine 
Membran-proximal gelegene EGF-ähnliche Domäne auf, deren Funktion unbekannt ist.  
Die zytoplasmatischen Domänen der ADAMs sind sowohl in Länge als auch Sequenz sehr 
variabel. Hier finden sich häufig Phosphorylierungsstellen und SH3- (src homology 3) 
Protein-Binde-Motive. Eine Reihe von Adapterpoteinen binden am zytoplasmatischen Teil 
verschiedener ADAMs (Howard et al., 1999). Daher wurde postuliert, dass über diese 
Domäne die Reifung und Lokalisation sowie die regulierte Aktivität vermittelt wird (Seals 
and Courtneige, 2003). Dies konnte jedoch in relativ wenigen Fällen klar gezeigt werden 
(siehe „Regulation der ADAMs“).  
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1.4 Knock-out Studien zur Untersuchung der Funktion der 
ADAM-Proteasen   
 
Durch Analyse von Knock-out Mäusen konnten die in vivo Funktionen einiger ADAMs näher 
eingegrenzt werden. 
ADAM15 Knock-out-Mäuse zeigen verstärkte Ostearthritis im Alter, so dass dieser Protease 
vor allem eine Rolle in der Homeostase von Knorpelgewebe zugesprochen wird (Bohm et al., 
2005). 
ADAM2- und ADAM3- defiziente Mäuse sind trotz normaler Entwickung steril (Cho et al., 
1998, Nishimura et al., 2001), was durch Defekte in der Spermienwanderung (Cho et al., 
1998) bzw. der Spermienfusion mit der Zona pellucida (Shamsadin et al., 1999; Nishimura et 
al., 2001) erklärbar ist.  ADAM8-/- und ADAM9-/- Mäuse zeigen dagegen keinen 
offensichtlichen Phänotyp, obwohl diese Proteasen in vielen Geweben hoch exprimiert 
werden (Weskamp et al., 2002). Der Grund hierfür dürfte vornehmlich in einer beobachteten 
Redundanz bzw. Kompensation der ADAM-Aktivität im Bezug auf ein Substrat liegen. Daher 
wurden verschieden Knock-out Mäuse hergestellt, die gleichzeitig für mehrere ADAMs 
defizient sind. So wurde durch die Herstellung von ADAM9/12/15-, ADAM9/12/15/19-, 
ADAM9/19- und ADAM17/19-mehrfachdefizientenMäusen eine redundante oder 
kompensatorische Rolle für verschiedene ADAMs in der Herzentwicklung nachgewiesen 
(Horiuchi et al., 2005).  
Die frühe postnatale Sterblichkeit von ADAM19-defizienten Mäusen ist auf verschiedene 
Entwicklungsdefizite des Herzens wie fehlgebildete Herzklappen und einem Septumdefekt 
zurückzuführen (Kurohara et al., 2004; Zhou et al., 2004). 
Die perinatalen und embryonal letalen Effekte der Deletionen von ADAM17 bzw. ADAM10 
deuten auf die essentiellen Funktionen dieser proteolytisch besonders aktiven ADAMs bereits 
bei der embryonalen Entwicklung hin (Black et al., 1997, Peschon et al., 1998, Hartmann et 
al., 2002). ADAM17-defiziente Mäuse sterben kurz nach der Geburt mit den auch für TGF-α- 
und EGF-Rezeptor defizienten Mäusen charakteristischen Entwicklungsdefekten an 
Epithelien (geöffnete Augenlider) und am Herzen (verdickte und fehlgebildete Herzklappen)  
(Lee et al., 2003; Shi et al., 2003; Hinkle et al., 2004; Sahin et al., 2000;  Peschon et al., 
1998a; Zhao et al., 2001; Jackson et al., 2003).  Der zugrundeliegende Mechanismus dürfte in 
einem Verlust der EGF- Rezeptor vermittelten Signaltransduktion liegen (Blobel et al., 2005). 
Mohammed et al. konnten 2004 die Bedeutung von ADAM17 für die Regulation von 
Zytokin-Netzwerken mit Hilfe von adulten Mäusen zeigen, die defizient für TIMP-3 (tissue 
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inhibitor of metalloproteinases-3) sind. Das Ausschalten dieses endogenen Inhibitors von 
ADAM17 (und zahlreicher MMPs) führte in dieser Arbeit zu einer erhöhten ADAM17-
Aktivität und damit zu einer verstärkten TNF-α-Proteolyse. Dies resultiert wiederum in einer 
verstärkten Infiltration der Leber durch Lymphozyten und damit einhergehender letaler 
Leber-Nekrose. 
Der frühen Tod von ADAM10-defizienten Mausembryonen am Embryonaltag 9,5 aufgrund 
von Entwicklungsdefekten bei der Neurogenese, in den Somiten und im 
Kardiovaskularsystem deutet einen weiten Wirkungsbereich dieser Protease bereits in der 
Embryonalentwicklung an (Hartmann et al., 2002). Genauere Erkenntnisse über ADAM10-
abhängige embryonale Defekte wurden anhand von Untersuchungen am ADAM10-Ortholog 
Kuzbanian in Drosophila melanogaster gewonnen: Die gestörte Neurogenese sowie Defekte 
in der Augen- Flügel- und Venenentwicklung konnte auf eine kritische Bedeutung der 
ADAM10–katalysierten Spaltung des Notch-Rezeptors sowie dessen Liganden Delta 
zurückgeführt werden. Ektodomänen-Shedding wurde so als ein notweniger Schritt in der 
durch den Delta/Notch Signalweg gesteuerten Lateralinhibition identifiziert (Rooke et al., 
1996; Sotillos et al., 1997; Pan et al., 1997a; Hattori et al., 2000; Schimmelpfennig et al., 
2001).  
 
1.5 Regulation des Ektodomänen-Sheddings     
 
Auf der Zelloberfläche existiert eine basale Metalloprotease-Aktivität, die einen stetigen 
Umsatz von Proteinen vermittelt („konstitutives Shedding“). Dabei besitzt jede 
Metalloprotease ein charakteristisches, mehr oder weniger weites Substratspektrum. ADAMs 
erkennen im Gegensatz zu vielen anderen Proteasen keine eng definierten Spaltsquenzen. Für 
die reine Substraterkennung scheint die cysteinreiche Domäne nach bisherigen 
Untersuchungen die größte Rolle zu spielen (siehe „Domänenstruktur der ADAMs“) 
Darüber hinaus kann eine Zelle durch Induktion des Sheddings relativ schnell auf bestimmte 
äußere Einflüsse reagieren („induziertes Shedding“). Die Aktivität von Metalloproteinasen 
wird endogen unter anderem durch Zytokine, Wachstumsfaktoren, die der Aktivierung von G-
Protein gekoppelten Rezeptoren oder Veränderungen in der intrazellulären 
Kalziumkonzentration beeinflusst (Hooper et al., 1997; Subramanian et al., 1997; Blobel et 
al., 2000; Yan et al., 2002). Experimentell kann die Ektodomänenspaltung vieler Proteine wie 
von CD44 (Nagano 2004) oder von Betacellulin durch Ionomycin (vermittelt Kalzium-Influx) 
stimuliert werden. Eine weitere in vitro Stimulation kann über Phorbolester wie Phorbol-12-
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Myristat-13-Acetat (PMA) erreicht werden: z.B. beim IL6- Rezeptor (Matthews et al., 2003; 
Arribas et al., 1996; Mulberg et al., 1993), TGF-α  (Arribas et al., 1996; Zheng et al., 2004) 
L-Selektin (Peschon et al., 1998; Arribas et al., 1996), APP (Arribas et al., 1996, Buxbaum et 
al., 1998), L1 (Maretzky et al., 2006) oder CX3CL1 (Hundhausen et al., 2003). Es ist 
allerdings bisher weitgehend unbekannt, welche molekularen Mechanismen dieser 
Stimulation zugrunde liegen. Auch liegen teilweise für identifizierte Signalkaskaden 
unterschiedliche Ergebnisse vor, wie z.B. im Falle des PMA-induzierten pro-HB-EGF 
Shedding:  Izumi et al., (1998) schreiben hier der Proteinkinase C (PKCδ) eine grundlegende 
Rolle zu, während Gechtman et al., (1999) eine essentielle Beteiligung des MAP-Kinase-
Signalweges nachwiesen. Hier scheint eine Abhängigkeit vom jeweils untersuchten 
Zellsystem gegeben zu sein.  
Für die Regulation der ADAM-Aktivitäten werden häufig die wenig konservierten 
zytoplasmatischen Domänen der ADAMs diskutiert. Sie sind sowohl in Länge als auch 
Sequenz sehr variabel. In einigen ADAMs werden in dieser Domäne 
Phosphorylierungsmotive gefunden. Für das Shedding von TrkA (Neurotrophinrezeptor) 
wurde eine PKC/Erk vermittelte Phosphorylierung des Thr735 in TACE als notwendig 
beschrieben (Soond et al., 2005, Diaz-Rodriguez et al., 2003). Ebenfalls durch Erk wird 
Ser819 in TACE nach TGF-α-Stimulation phosphoryliert, ohne dass hierfür allerdings eine 
physiologische Konsequenz ermittelt wurde (Fan et al., 2003). 
Für die ebenfalls häufig vorkommenden SH3-Bindemotife konnten teilweise 
Interaktionspartner identifiziert werden, die zum einen die Lokalisation und Transport der 
entsprechenden ADAMs vermitteln (PACSIN2, alpha-Actinin1 und 2) und so auch zur 
Regulation der ADAM-Aktivität beitragen könnten. Besonders ADAM15 weist eine Vielzahl 
von Interaktionspartnern auf, so die Adapterproteine EndophilinI, SH3PX1 und GRB2 und 
drei Kinasen aus der Src-Familie (Src, Lck, Hck) (Howard et al., 1999; Poghosyan et al.,  
2002).  
Eine relativ komplexe Form der ADAM-Regulation wird in den letzten Jahren anhand eines 
Mechanismus deutlich, in dem G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) das Shedding 
bestimmter Substrate initiieren (Hollbro et al., 2004). Dabei wird ein 
Transaktivierungsmechanismus beobachtet, in dem über GPCR-Aktivierung die Spaltung von 
EGF-Liganden durch ADAM-Metalloproteasen stimuliert wird (Daub 1996; Yan 2002).  Es 
werden hierfür Signalkaskaden, die über Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und unterschiedliche 
second messenger wie Ca2+ oder ROS („reactive oxygen species“) führen, diskutiert. Darüber 
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hinaus wird auch hier die Phosporylierung durch PKCs als bedeutsamer Mechanismus 
angenommen (Ohtsu et al., 2006) 
Die Aktivität von MPs wird endogen durch die vier strukturell sehr homologen TIMP-
Proteine (tissue inhibitors of metalloproteases) mittels Bindung an das katalytische Zinkion 
der ADAMs inhibiert (Brew et al., 2000) TIMP-1, -2, und -4 werden sezerniert, während 
TIMP-3 mit der extrazellulären Matrix assoziiert bleibt (Gomez et al., 1997). TIMP-3 
inhibiert ADAM17 (Amour et al., 2000) und ADAM12 (Loechel et al., 2000), ADAM10 wird 
durch TIMP-1 und -3 inhibiert (Amour et al., 2000). TIMP3 scheint insgesamt auf die 
meisten ADAMs inhibitorisch zu wirken (ADAM12, 13, 17, 19, 28 und 33) (Arribas et al., 
1996; Hargreaves et al., 1998; Borland et al., 1999; Fitzgerald et al., 2000; Mohammed et al., 
2004). Lediglich für die Metalloproteasen ADAM8 und ADAM9 wirken keine der TIMPs 
inhibitorisch (Amour et al., 2002). 
Synthetische Hydroxamat-basierende Inhibitoren wie Batimastat und Marimastat ersetzen das 
Zink-koordinierende Wassermolekül im katalytischen Zentrum und blockieren dadurch 
zinkabhängige Proteinasen (Maksos et al., 1998). Über die Breitband-Inhibitoren hinaus 
wurde in letzter Zeit versucht, spezifischere Inhibitoren zu entwickeln (Kottirsch et al., 2002; 
Sawa et al., 2002), auch um das Problem der Redundanz zwischen den Metalloproteasen 
näher analysieren zu können. Hier sind die ebenfalls Hydroxamat basierten Inhibitoren 
GI254023X und GW280264X zu nennen (Ludwig et al., 2005). GI254023X blockiert das 
konstitutive Shedding des IL-6-Rezeptors sowie der Chemokine CX3CL1 und CXCL16, 
welches durch ADAM10 vermittelt wird. Der Inhibitor hat aber keinen Einfluß auf die PMA-
induzierbare Prozessierung dieser Substrate durch ADAM17. Daher kann GI254023X als 
preferentieller ADAM10-Inhibitor angesehen werden. Kinetische Analysen zeigten eine mehr 
als 100fach höhere Inhibiton von ADAM10 als von ADAM17 durch GI254023X (Ludwig et 
al., 2005). Die PMA-induzierte sowie die konstitutive Freisetzung der genannten Substrate 
dagegen kann durch den Inhibitor GW280264X blockiert werden, welcher daher gegen beide 
Proteasen wirksam ist.  
 
1.6 ADAM10 und ADAM17   
 
ADAM17 wurde zunächst als die Protease identifiziert, welche den Tumor-Nekrosefaktor 
alpha (TNF-alpha) prozessiert, und wird daher auch als TACE (Tumor necrosis factor alpha 
converting enzyme) bezeichnet (Gearing et al., 1994). Besondere Bedeutung kommt 
ADAM17 bei der Regulation von Entzündungsprozessen zu, vor allem durch die Beteiligung 
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an der Prozessierung von Zytokinen wie dem Chemokin CX3CL-1 und Zytokin-Rezeptoren 
(CD30, CD40, IL-1-Rezeptor-II, IL-6-Rezeptor, IL-15-Rezeptor, TNF-Rezeptor I und TNF-
Rezeptor II) (Peschon et al., 1998a; Garton et al., 2001; Hundhausen et al., 2003; Matthews et 
al., 2003; Black et al., 2003; Becherer et al., 2003; Contin et al., 2003; von Tresckow et al.,  
2004; Budagian et al., 2004). Über die Regulation von Zytokinen und deren Rezeptoren 
hinaus ist ADAM17 ebenfalls an der Regulation von Wachstumsfaktoren und 
Wachstumshormonen beteiligt. So werden verschiedene Mitglieder der EGF-Familie 
prozessiert (Blobel et al., 2005). 
Die Metalloprotease ADAM10 (SUP-17/C.elegans, KUZ, kuzbanian/ D. melanogaster) ist 
übiquitär exprimiert, wobei eine besonders hohe Expression im Gehirn beobachtet wird. Sie 
besitzt ein weites Substratspektrum und ist dadurch an sehr vielen unterschiedlichen 
Prozessen beteiligt. ADAM10, isoliert aus dem Rinderhirn, wurde zuerst als „myelin basic 
protein degrading enzyme“ beschrieben und später als ADAM10 klassifiziert (Chantry et al., 
1989). 
Im adulten Organismus ist ADAM10, wie auch ADAM17, an verschiedenen Prozessen und 
Regulationsnetzwerken beteiligt, so u.a. an der Proteolyse der Wachstumsfaktoren 
Betacellulin, EGF und HB-EGF (Sahin et al., 2004), des ImmunglobulinE-Rezeptors CD23 
(Weskamp et al., 2006) oder der Zytokine CX3CL1, CXCL16 und TNF-α (Abel et al., 2004; 
Gough et al., 2004). Als Zytokinrezeptor ist bisher nur der IL-6-Rezeptor als ADAM10- 
Substrat bekannt (Matthews et al., 2003). Des Weiteren werden durch diese beiden Proteasen 
wichtige Adhesionsmoleküle wie N- und E-Cadherin oder L1 prozessiert (Reiss et al., 2006).  
Aufgrund der frühen Letalität von ADAM10- und ADAM17-defizienten Mausembryonen 
wurden zahlreiche Substratanalysen mit aus diesen Tieren gewonnenen Fibroblasten-
Zelllinien durchgeführt. In diesen Untersuchungen zeigte sich auch für ADAM10 und 
ADAM17 eine hohe Redundanz gegenüber einer Vielzahl von Substraten. So wird z.B. APP 
von beiden Proteasen prozessiert, wobei allerdings die Rolle von ADAM10 in verschiedenen 
Zellinien stark variiert (Hartmann 2002). In vielen Fällen wird beobachtet, daß ADAM10 ein 
bestimmtes Substrat konstitutiv spaltet, während ADAM17 das gleiche Protein unter 
bestimmten Stimulationsbedingungen, vor allem durch PMA-Stimulation, prozessiert. Dieses 
Prinzip findet man unter anderem bei diversen EGF-Liganden und den Adhäsionsmolekülen 
E- und N-Cadherin. Darüber hinaus ist bei den letzteren Molekülen auch die Spaltung durch 
ADAM10 über das konstitutive Maß hinaus durch das Ionophor Ionomycin oder Agenzien 
wie Staurosporin oder Methylcyclodextrin (MCD) stimulierbar (Maretzky et al., 2005; Reiß 
et al., 2005).  
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1.7 Der Fas Ligand 
 
Der Fas-Ligand (FasL) ist ein aus 281 Aminosäuren bestehendes TypII 
Transmembranprotein. Schematisch ist der FasL in Abb.3 dargestellt. Extrazellulär besitzt er 
drei N-Glykosylierungsstellen sowie eine Selbstassemblierungsdomäne, die eine 
Trimerisierung des FasL vermitteln kann. Die Generierung des löslichen FasL (lFasL) wird 
durch die proteolytische Spaltung zwischen den Aminosäuren 125-131 erreicht (Tanaka et al., 
1998; Schneider et al., 1998) Intrazellulär wird eine einzigartige prolinreiche-Domäne (PRD) 
sowie ein potentielles Casein-Kinase-Motif (CKI) gefunden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung der FasL- Struktur 
Der humane FasL ist 281 Aminosäuren umfassendes Typ II Transmembranprotein. Intrazellulär findet sich ein 
Casein-Kinase Motif (CKI) und eine prolinreiche Domäne (PRD), die Wechsewirkungen mit SH3 Domänen 
anderer Proteine vermitteln könnte. Extrazellulär sind Spaltstellen für eine oder mehrere Metalloproteasen 
beschrieben. Diese liegen zwischen der Transmembrandomäne und einer Region, die für die 
Selbstassemblierung des FasL von Bedeutung ist. Die C-terminale Domäne ist homolog zu anderen Mitgliedern 
der TNF-Familie und weist C-terminal einen für die Zytotoxizität kritisches Phenylalanin an Position 275 auf.  
 
Der Fas Ligand gehört zur Familie der TNF-Zytokine. Diese Superfamilie besteht aus 19 
Mitgliedern, die über die Bindung von insgesamt 29 Rezeptoren so unterschiedliche Prozesse 
wie Immunantworten, Haematopoese und Morphogenese regulieren. Pathophysiologisch sind 
sie unter anderem an der Tumorgenese,  Diabetes, Rheumatoider Arthritis und am septischem 
Schock beteiligt (Aggarwal, 2003). Nach Bindung an den Rezeptor vermitteln die Mitglieder 
C
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der TNF-Familie entweder Apoptose (TNF, LT, FasL, TRAIL, TWEAK und LIGHT), 
Überleben (TRANCE, BAFF), Differenzierung (TNF, TRANCE, DR6) oder Proliferation 
(TNF, CD27L, CD30L, CD40L, APRIL, BAFF) (siehe Aggarwal et al., 2003, und 
Referenzen darin) 
Der FasL wird insbesondere von zytotoxischen T-Zellen (CTLs) und Natürlichen Killerzellen 
exprimiert. Aber auch von Zellen der Schilddrüse (Giordano 1997), Keratinozyten (Gutierrez-
Steil et al., 1998), Neutrophilen (liles et al., 1996), Astrozyten (Choi et al., 1999) oder 
Mikroglia (Frigerio et al., 2000) wird der FasL exprimiert. Des Weiteren findet man FasL-
Expression in immunpreviligierten Geweben wie Gehirn, Hoden (Bellgrau et al., 1995) und 
Auge (Griffith et al., 1995) sowie in manchen Tumoren  (O`Connel et al., 1996).  
Die Bindung von FasL an den Fas-Rezeptor induziert den programmierten Zelltod (Apoptose) 
der Fas tragenden Zelle. Die Apoptose stellt eine entscheidende Vorraussetzung für die 
Metamorphose, Differenzierung sowie für die Homeostase eines Organismus dar (Krammer 
et al., 2007).  
Apoptose kann intrinsisch über die Freisetzung von Cytochrom c aus Mitochondrien, zum 
Beispiel als Reaktion auf DNA-Schädigung, ausgelöst werden. Durch sogenannten 
Todesrezeptoren aus der TNF-Rezeptorfamilie wird ein extrinsisches apoptotisches Signal 
ausgelöst (Peter et al., 1999). Beide Signalwege resultieren in der sequentiellen Aktivierung 
von Caspasen (Cysteinyl-Aspartat spezifischen Proteasen), die das kontrollierte genetische 
Programm der Apoptose vermitteln (siehe Hengartner, 2000 und Referenzen darin). Man 
unterscheidet Initiatorcaspasen von den nachgeschalteten Caspasen, die durch die 
Initiatorcaspasen aktiviert werden. Ziele der nachgeschalteten Caspasen sind unter anderem 
DNAsen, DNA-Reparaturenzyme und diverse Strukturproteine wie Aktin und Lamine. 
Dadurch werden die typischen Veränderungen der apoptotischen Zelle hervorgerufen, die sie 
z.B. von einer nekrotischen Zelle unterscheidbar machen. Schon morphologisch ist die 
Apoptose an der Abschnürung sogenannter apoptotischer Vesikel (Kerr et al., 1972) zu 
erkennen, während bei der Nekrose Zytoplasma austritt. Biochemisch kann man den während 
der Apoptose auftretenden geordneten Abbau des Chromatins u.a. am Leitermuster der DNA 
im Agarosegel nachweisen.  
Für den extrinsischen Weg stellt der Fas-Rezeptor (CD95) den gut untersuchten Prototyp der 
apoptotisch aktiven TNF-Rezeptoren dar. Die Bindung von FasL führt zu dessen 
Multimerisierung, was eine Rekrutierung der Caspase-8 über die sog. Todesdomänen im sog. 
DISC (death inducing signaling complex) bewirkt. Dies führt zur autokatalytischen Spaltung 
und damit Aktivierung der Initiatorcaspase-8. Diese Caspase aktiviert durch Spaltung der 
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Proformen verschiedene nachgeschaltete Effektorcaspasen wie Caspase-3. Aber auch 
Caspasen wie Caspase-6 und Caspase-7, die einer Signalverstärkung durch Prozessierung der 
Caspase-8 vermitteln (Medema et al., 1997; Kischkel et al., 1995). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: Intrinsischer und extrinsischer apoptotischer Signalweg 
Im intrinsischen Signalweg führt z.B eine Schädigung der DNA zur Freisetzung von Cytochrom c ins Zytosol. 
Dadurch lagert sich ein als Apoptosom bezeichneter Multiproteinkomplex zusammen, der unter anderem Apaf-1 
und Caspase-9 enthält. Die nachfolgende Spaltung der Effektorcaspase-3 stellt die Schnittstelle mit dem 
extrinsischen apoptoischen Signalweg dar. Dieser wird durch Ligandenbindung an einen apoptoisch aktiven 
Rezeptor aus der TNF-Superfamilie ausgelöst. Dabei stellt der Fas-Rezeptor den klassischen Todesrezeptor dar, 
und die Bindung des Fas-Liganden führt zu einer Trimerisierung des Rezeptors. Der weitere apoptotische 
Signalweg verläuft über die autokatalytische Aktivierung der Caspase 8.  Details siehe Text.  
(nach Hengartner, 2000) 
 
 
Die für die Vermittlung des intrinsischen Signalwegs essentielle Zusammenlagerung des 
sogenannten Apoptosoms wird durch die Freisetzung von Cytochrom c aus Mitochondrien 
eingeleitet, wobei dies wiederum durch DNA-Schädigung ausgelöst werden kann.  
Auch für die erfolgreiche Ausführung eines extrinsischen Todessignals kann die Cytochrom 
c-Freisetzung notwendig sein. Dies ist der Fall, wenn nur wenig Caspase-8 im DISC rekrutiert 
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wird, so dass eine Aktivierung der Caspase-3 unterbleibt. Hier kann eine Signalverstärkung 
durch die Caspase-8 vermittelte Spaltung von Bid und dadurch ausgelöste Cytochrom c-
Freisetzung (Li et al., 1998, Luo et al., 1998) erreicht werden, wodurch dann über diesen Weg 
doch noch die Caspase-3 aktiviert wird. 
Im Immunsystem nimmt die Fas/FasL-vermittelte Auslösung der Apoptose eine 
Schlüsselfunktion ein. So wird z.B. eine Virusinfektion durch Auslösung von FasL-
vermittelter Apoptose in infizierten Zellen bekämpft (Rouvier et al., 1993). Auch stellt der 
FasL einen entscheidenden Vermittler der Tumorsuppression durch das Immunsystem dar 
(Rensing-Ehl et al., 1995). Doch auch für die effektive Gegenregulation einer T-Zell 
vermittelten Immunantwort ist das Fas/FasL-System von entscheidender Bedeutung. 
Aktivierte, mature T-Zellen exprimieren gleichzeitig Fas und FasL, und sind sensitiv 
gegenüber FasL vermittelter Apoptose, wobei die Fas-Aktivierung auch in autokriner Weise 
geschehen kann (Nagata et al., 1995; Brunner et al., 1995; Dhein et al., 1995, Scott, D. W. et 
al., 1996) Dieses Phänomen wird als Aktivierungs-induzierter Zelltod (AICD) bezeichnet 
(Alderson et al., 1995). Entsprechend zeigen Mäuse, deren FasL aufgrund einer 
Punktmutation (F275L)  im C-terminalen Bereich Fas nicht binden können, den sogennannten 
gld (generalised lymphoproliferative disease)-Phänotyp, der auch als Canale-Smith-Syndrom 
beschrieben ist (Wu et al., 1996; Rieux-Laucat et al., 2003). Dieser ist  durch eine Anhäufung 
von (autoreaktiven) T-Zellen charakterisiert (Cohen et al., 1991). Eine vollständige Deletion 
des Fas Ligand-Gens verursacht darüber hinaus, ebenso wie die Deletion des FasR Gens, eine 
noch massivere Proliferation der Lymphozyten. Dies weist auf eine Restaktivität des gld-
Alles hin (Karray et al., 2004). 
In Zellen des Immunsystems wird der FasL nach primärer Stimulation exprimiert und in 
spezialisierten Organellen, den sogenannten sekretorischen Lysosomen, gepeichert (Blott und 
Griffith, 2002). Nach Kontakt mit einer Zielzelle wird dieses Kompartiment zur 
immunologischen Synapse geleitet, so dass sich ihre zytotoxischen Proteine gegen die 
Zielzelle richten können (Bossi und Griffith, 1999). 
Die Expression des FasL erfolgt im Rahmen der T-Zell-Aktivierung mit einer frühen Aktivität 
von Src-Kinasen über Stimulation des T-Zell-Rezeptors, und mehrere klassische 
Transkriptionsfaktoren wie NF-AT, NF-kB und c-myc binden am FasL Promoter (Janssen et 
al., 2003). Durch den Entzug von Wachstumsfaktoren wird die Expression des FasL über den 
forkhead Transkriptionsfaktor stimuliert (Kavurma et al., 2003; Brunet et al., 1999). 
Die Expression des FasL trägt zur Aufrechterhaltung des immunpreviligierten Status der 
entsprechenden Gewebe bei. In der Transplantationsbiologie werden allogene und sogar 
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xenogene, FasL-exprimierende Transplantate von immunpreviligierten Organen wie die 
Cornea vom Empfängerorganismus nicht abgestoßen (Bellgrau et al., 1995, Griffith, et al., 
1995). Die weiteren Untersuchungen brachten allerdings widersprüchliche Resultate 
hinsichtlich der Übertragbarkeit dieses Phänomens auf die Transplantation anderer Gewebe 
wie den Langerhans Inseln, die zur konstitutiven Expression von FasL gebracht wurden. 
Während auf diese Weise in einer Studie die Abstoßung von transplantierten Langerhans-
Inseln verhindert werden konnte (Lau et al., 1996), führte die Überexpression von FasL in der 
anderen Untersuchung zu einer verstärkten Entzündungsreaktion (Allison et al., 1997).  
In analoger Weise zum Modell des Imunprevilegs wird für eine Vielzahl von Tumoren 
angenommen, daß sie sich durch FasL Expression einem Zugriff des Immunsysems 
entziehen. Dieses Modell der FasL-vermittelten Deletion von infiltrierenden Immunzellen 
durch die Tumore wird als „tumor counterattack“  bezeichnet (O’Connell et al., 1996; Hahne 
et al., 1996).   
 
 
1.7.1 Die proteolytische Prozessierung des Fas Liganden 
 
Nachdem der FasL auf die Zelloberfläche gelangt, wird er in großem Ausmaß proteolytisch 
abgespalten und löslicher FasL (lFasL) sezerniert. Metalloprotease-Inhibitoren vermindern 
die Menge an lFasL bei gleichzeitiger Verstärkung der FasL-Oberflächenexpression (Tanaka 
1999).  
Die Identität der FasL-prozessierenden Metalloprotease ist lediglich für spezielle Gewebe 
oder durch in vitro Versuche bekannt (Powell et al., 2001; Mitsiades et al., 2001; Vargo-
Gogola et al., 2002a; Crawford et al., 2002; Vargo-Gogola et al., 2002b). Für Mausepithel-
Zellen wurde beschrieben, dass MMP7 die Spaltung von biologisch aktivem, zytotoxischen 
FasL vermittelt (Powell 1999). Die Spaltstellen des humanan FasL wurden für Mauszellen an 
der Position Lysin129-Glycin130 (Tanaka, 1998) kartiert, in humanen Zellen wird der hFasL 
zwischen den Aminosäuren Serin126-Leucin127 geschnitten (Schneider 1998). Daher könnte 
der FasL in humanen bzw. murinen Zellen von unterschiedlichen Proteasen prozessiert 
werden, oder die gleiche Protease nutzt unterschiedliche Spaltstellen. In vitro kann der hFasL 
durch MMP7 an diesen beiden Schnittstellen, sowie darüber hinaus noch an einer 
membranproximalen Sequenz der Aminosäurereste 109-115 (ELAELR) (Vargo-Gogola et al., 
2002a). 
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Möglicherweise könnten unterschiedliche Spaltstellen in verschiedenen Zellsystem die 
beobachteten Unterschiede in der biologischen Aktivität des lFasL erklären: In hohen 
Konzentrationen kann der humane lösliche FasL toxisch wirken, wie Tanaka et al. mit 
Überständen von hFasL-transfizierten Zellen zeigen konnten. Da alle beschriebenen 
Spaltstellen außerhalb der für die zytotoxische Aktivität essentiellen Selbstassemblierungs-
Domäne liegen, ist diese Beobachtung plausibel (Orlinick et al., 1997). In anderen 
experimentellen Zusammenhängen wurde dem lFasL allerdings auch eine antiapoptotische 
Wirkung zugeschrieben, indem durch ihn die Bindung des membrangebundenen FasL an den 
Fas-Rezeptor blockiert wird (Schneider et al., 1998). In erster Linie wird das Ektodomänen-
Shedding des FasL als Mechanismus zur Herunterregulation seiner Aktivität interpretiert, da 
der membrangebundene, auf der Zelloberfläche exponierte FasL gegenüber der löslichen 
Form ein höhere biologische Potenz aufweist (Schneider et al., 1998; Tanaka et al., 1998; 
Suda et al., 1997; Hohlbaum et al., 2000).  
Des Weiteren besitzt der lFasL in geringeren Konzentrationen proinflammatorische Wirkung, 
indem er als Chemokin auf Neutrophile wirkt (Ottonello et al., 1999). 
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2 Wissenschaftliche Fragestellung 
 
 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten bisher nicht identifizierte Substrate für die Metalloprotease 
ADAM10 gefunden werden.  
 
Aufgrund der Literaturlage erschienen Mitglieder aus der Familie der Tumor-Nekrosefaktoren 
hierfür als aussichtsreich. Insbesondere sollte untersucht werden, ob ADAM10 den Fas 
Ligand protelytisch prozessieren kann. 
 
Eine Analyse der physiologische Relevanz der ADAM10-vermittelten proteolytischen 
Prozessierung des entsprechenden Proteins sollte folgen.  
 
 
Darüber hinaus sollten in dieser Arbeit molekulare Mechanismen, die zur Sustratspezifität 
von ADAM-Proteasen beitragen, identifiziert werden. Des Weiteren sollten ebenso Fragen zu 
der Regulation der proteolytischen Freisetzung von ADAM-Substraten untersucht werden. 
 
Hierfür sollten chimäre Proteasen aus ADAM10 und ADAM17 hergestellt werden. Mit ihnen 
sollten möglichst strukturelle Einheiten ermittelt werden, die notwendig und/oder hinreichend 
für die konstitutive oder stimulierte Aktivität der beiden ADAM-Proteasen sind. 
 
Dazu sollten im Verlauf der Arbeit weitere Substrate identifiziert werden, die sich für die 
Chimärenanalysen eignen, da sie einer spezifischen Prozessierung durch jeweils eine der 
beiden ADAM-Proteasen unterliegen.  
 
Basierend auf ADAM10/ADAM17-doppeldefizienten Mausfibroblasten, die in der 
Arbeitsgruppe hergestellten worden waren, sollten auf diesem Weg methodische Grundlagen 
zur Untersuchung der Spezifität und Regulation von ADAM-Proteasen aufgebaut werden.  
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3 Material und Methoden 
 
3.1 Material 
 
3.1.1 Geräte 
 
Agarosegeldokumentationsanlage Gel Jet Imager, Intas, Göttingen, D 
Agarosegelkammer Modell H5, Bethesda Research Laboratories,      
 Gaithersburg, USA 
Chemilumineszenzkammer  
1000/LAS-1000      Fujifilm, Kanagawa, Japan 
DNA-Photometer GeneQuant pro, Biochrom Ltd, Cambridge, UK 
Elektroporationsgerät Gene PulserTM, BioRad, München, D 
Inkubatoren (Zellkultur) Heraeus, Hanau, D  
                    (Bakterien) Memmert, Schwabach, D 
96-well-Mikrotiterplattenleser Sunrise, Tecan, Crailsheim, D 
Nass-Blot-Apparatur  
(Trans Blot/Wet Blot)  BioRad, München, D 
Nukleofektionsgerät NucleofectorTM AMAXA, Köln, D 
PCR-Cycler  Perkin Elmer, USA 
pH-Meter  Krick, Langenselbold, D 
SDS-PAGE Kammer Mini-Protean 
3-Elektrophoresis-System, BioRad, München, D 
Spannungsquelle Powerpack 200/300         BioRad, München, D 
Sterilbank danLAF VFR 1806 Claus Damm A/S, Humlebaek, DK 
Thermoblock Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, D 
UV-Tisch Reprostar  Camag, Muttenz, Ch 
 
Mikroskope 
Fluoreszenzmikroskop, Modell Axiovert  Zeiss, Jena, D 
Fluoreszenzkamera, Axiovert 200M  Zeiss, Jena, D 
Fluoreszenzfilter – A350/A488/A594 Zeiss, Jena, D 
Phasenkontrastmikroskop  Leika 
 
Zentrifugen: 
Biofuge fresco Heraeus, Hanau, D 
Tischzentrifuge 5415 C  Eppendorf, Hamburg, D  
Zellzentrifuge Universal 32, Typ1605  Hettich, Tuttlingen, D 
 
 
 
 
 
 
 
Material und Methoden 
  20 
3.1.2 Verbrauchsmaterial 
 
Zellkultur-Material Sarstedt, Nümbrecht, D 
Kunststoffverbrauchsmaterial Sarstedt, Nümbrecht, D 
Sterilfilter Roth, Karlsruhe, D 
PVDF-Membran Roth, Karlsruhe, D  
Whatmanpapier  Roth, Karlsruhe, D  
Parafilm „M“ American National CanTM, Chicago, IL, 
Zentrifugenröhrchen COREX¨, Du Pont Instruments, Wilmington, DE, 
USA 
Protein-G-Sepharose    Gibco, Paisley, Schottland 
 
 
 
3.1.3 Chemikalien 
 
30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid 
Rotiphorese Gel 30    Roth, Karlsruhe, D 
Agar-Agar, hochreine Qualität  Roth, Karlsruhe, D 
Agarose, Ultra-Qualität   Roth, Karlsruhe, D 
Ammoniumchlorid, 99,5%   Roth, Karlsruhe, D 
Ampicillin     Melford Laboratories, Chelsworth, UK 
APS      Roth, Karlsruhe, D 
BSA      Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Bromphenolblau    Canalco, Bethesda, MD, USA 
Calciumchlorid    p.a., Merck, Darmstadt, D 
CIAP      Fermentas, St. Leon-Rot, D 
ConcanavalinA Sigma Aldrich, Steinheim, D 
L-Cysteinhydrochlorid   ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA 
DABCO     Sigma Aldrich, Steinheim, D 
DAPI      Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Dithiothreitol     Sigma Aldrich, Steinheim, D 
DMSO     Sigma Aldrich, Steinheim, D 
DNA-Auftragspuffer    6x Loading Dye, Fermentas, St. Leon-Rot, D 
DNA 1kb Marker, DNA-Längenstandard Roche, Mannheim, D 
DNA-Polymerasen Pfu   Fermentas, St. Leon-Rot, D 
   Taq   Fermentas, St. Leon-Rot, D 
dNTPs      Fermentas, St. Leon-Rot, D  
EBSS      Gibco, Paisley, Schottland 
EDTA      Roth, Karlsruhe, D 
Eisessig, 99-100%    Riedel-deHaen, Seelze, Germany 
Ethanol, 99.8 %     Roth, Karlsruhe, D 
Ethidiumbromidlösung,    Roth, Karlsruhe, D 
Fötales  Kälberserum (FKS)   Biochrom, Berlin, D 
Ficoll (1.077 g/ml)  Biochrom AG, Berlin 
Fugene6     Roche, Mannheim, D 
Glycerol Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Glycin      Roth, Karlsruhe, D 
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Hefeextrakt, pulv., f.d. Bakteriologie Roth, Karlsruhe, D 
HEPES     Roth, Karlsruhe, D 
Isopropanol     Roth, Karlsruhe, D 
Ionomycin     Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Kaliumchlorid    Roth, Karlsruhe, D 
Kanamycin     Sigma Aldrich, Steinheim, D 
2-Mercaptoethanol    Roth, Karlsruhe, D 
Methanol     Roth, Karlsruhe, D 
Magermilchpulver Roth, Karlsruhe,D 
Methyl-Cyclo-Dextrin (MCD) Research Biochemicals International (Natick, 
MA, USA), 
Mowiol     Calbiochem, Darmstadt, D 
Natriumazid     Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Natriumchlorid    Roth, Karlsruhe, D 
Natriumhydrogenphosphat   Roth, Karlsruhe, D 
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Roth, Karlsruhe, D 
Neomycin     Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
4-Nitrophenyl-Phosphat Dinatrium  
Hexahydrat (NBT) Sigma Aldrich, Steinheim, D 
NP-40 Calbiochem, Darmstadt, D 
Paraformaldehyd, reinst  Merck, Darmstadt, D 
Penecillin/Streptomycin, 100x  PAA-Laboratories, Linz, A 
Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)      Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
Phytohemagglutinin (PHA) Murex Biotech, England 
Ponceau S-Lösung, 0,1%ig    Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Poly-D-Lysin     Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Pursept A     Merz Pharma, Frankfurt a.M., D 
Restriktionsenzyme    Fermentas, St. Leon-Rot, D 
rekombinantes huADAM10 R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, D 
rekombinantes humanes ADAM17 R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, D 
rekombinanter humaner Fas-Ligand  Alexis Biochemicals, Lörrach, D 
rekombinantes Interleukin-2 (rIL-2)             Chiron GmbH, Marburg, D 
Staphylococcal enterotoxin superantigen  
A, B, C, D, E (SEA, B, C, D, E)  Toxin Technologies, FL, USA 
SDS Roth, Karlsruhe, D 
SulfoLink™ Coupling Gel Pierce, Rockford, IL, USA 
T4 DNA-Ligase Fermentas, St. Leon-Rot, D 
Temed, 99% für SDS-PAGE   Roth, Karlsruhe, D 
Tris      Roth, Karlsruhe, D 
Triton X-100     Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Trypanblau, 0,4%    Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
Trypsin/EDTA    PAA-Laboratories, Linz, A 
Trypton/Pepton aus Casein   pankreatisch verdaut, Roth, Karlsruhe, D 
Tween-20     Sigma Aldrich, Steinheim, D 
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3.1.4 Inhibitoren 
 
AEBSF     Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Complete Proteaseinhibitor        Roche, Mannheim, D 
GI254023X Professor Andreas Ludwig, RWTH Aachen 
GM6001 Calbiochem, Darmstadt, D 
GW280264X     Professor Andreas Ludwig, RWTH Aachen 
Lactacystin     Calbiochem, Darmstadt, D 
PepstatinA     Sigma Aldrich, Steinheim, D 
TAPI-1     Calbiochem, Darmstadt, D 
ZVAD-fmk     Bachem, Bubendorf, Ch 
 
 
 
3.1.5 Verwendete Kits 
 
Human Leukocyte Nucleofector  Amaxa, Köln, D 
High Pure PCR Purification Kit Roche, Mannheim, D 
peqGold Plasmid Miniprep Kit I Pequlab, Erlangen, D 
Pure Yield Plasmid Midiprep Kit Promega, Mannheim, D    
Annexin V-FITC Apoptosis  
Detection Kit BD Bioscience, Heidelberg, D 
Quiaquick Gel Extraction Kit Quiagen, Hilden, D 
Western Blotting Detektionskit Amersham, Braunschweig, D 
 
 
 
3.1.6 Vektoren 
 
Als Basisvektor wurde für alle Konstrukte, die verschiedene ADAMs bzw. 
ADAM10/ADAM17- Chimäre Proteine exprimieren, pcDNA 3.1 von Invitrogen verwendet. 
Für huFasL bzw. dessen generierte Mutanten wurde pcDNA3 p217 (Invitrogen) verwendet. 
pcDNA3.1 besitzten einen T7 Promotor und können über Ampicilin-Resistenz in E.coli XL-1 
Blue selektiert und so amplifiziert werden. 
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3.1.7 Zellinien 
 
Zelllinie Eigenschaften Kulturbedingungen Referenz 
PS1+/+ SV 
embryonale Mausfibroblasten, 
immortalisiert mit dem großen SV-40 
Antigen 
DMEM, 10 % FKS, 1% 
Pen/Strep 
D. Hartmann, 
Leuven,  Belgien 
12+/+ embryonale Mausfibroblasten, primär 
oder spontan transformiert 
DMEM, 10 % FKS, 1% 
Pen/Strep 
eigene 
Arbeitsgruppe 
36-/- 
ADAM10-defiziente embryonale 
Mausfibroblasten, immortalisiert mit 
dem großen SV-40 Antigen 
DMEM, 10 % FKS, 1% 
Pen/Strep 
D. Hartmann, 
Leuven, Belgien 
40-/- 
ADAM10- defiziente embryonale 
Mausfibroblasten, immortalisiert mit 
dem großen SV-40 Antigen 
DMEM, 10 % FKS, 1% 
Pen/Strep 
D. Hartmann, 
Leuven, Belgien 
ADAM9-/- 
embryonale Mausfibroblasten, 
immortalisiert mit dem großen SV-40 
Antigen 
DMEM, 10 % FKS, 1% 
Pen/Strep 
Carl Blobel, New 
York, USA 
ADAM15-/- 
embryonale Mausfibroblasten, 
immortalisiert mit dem großen SV-40 
Antigen 
DMEM, 10 % FKS, 1% 
Pen/Strep 
Carl Blobel, New 
York, USA 
ADAM17-/- 
embryonale Mausfibroblasten, 
immortalisiert mit dem großen SV-40 
Antigen 
DMEM, 10 % FKS, 1% 
Pen/Strep K.Reiß, Kiel, D 
HEK-293T Menschliche epitheliale Zellinie aus der embryonalen Niere 
DMEM, 10 % FKS, 1% 
Pen/Strep 
ATCC, etablierte 
Zelllinien 
COS-7 
Nieren-Fibroblasten aus Cercopithe-
cus aethops, immortalisiert mit dem 
großen SV40 T-Antigen 
DMEM, 10 % FKS, 1% 
Pen/Strep 
ATCC, etablierte 
Zelllinien 
HeLa menschliche epithelartige Zelllinie 
aus einem Zervix-Karzinom 
DMEM, 10 % FKS, 1% 
Pen/Strep 
ATCC, etablierte 
Zelllinien 
Jurkat (E6-1) Humane Leukämie-Zelllinie RPMI1640, 5 % FKS, 1% Pen/Strep ATCC, etablierte  
Name Insert Vektor Quelle 
p217s humaner Fas Ligand pcDNA3.1 AG Janssen, CAU Kiel 
mADAM10 Maus ADAM10 pcDNA3.1 Thorsten Maretzky, Kiel 
mADAM17 Maus ADAM17 pcDNA3.1 Thorsten Maretzky, Kiel 
ADAM10dn Maus ADAM10, MP deletiert pcDNA3.1 Athena Chalaris, Kiel 
ADAM17dn Maus ADAM10, MP deletiert pcDNA3.1 Athena Chalaris, Kiel 
Dynamin  
K44A-HA 
Dominant-negative Dynamin-2 
Mutante 
pcDNA3.1 Stefan Lichtenthaler, München 
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K562 Humane Leukemie-Zelllinie RPMI1640, 5 % FKS, 1% Pen/Strep David Kaplan 
KFL-9 Stabil FasL tranfizierte K562-Zellen RPMI1640 5% FKS, 1% Pen/Strep David Kaplan 
T-Zellklon  
12603 CD4+ T-Zellklon 
RPMI1640 5% FKS, 
1% Pen/Strep 
AG Jannsen 
CAU Kiel 
 
 
3.1.8 Antikörper 
 
3.1.8.1.1.1 Antikörper erzeugt in IF WB Herkunft 
Primärantikörper 
β-Actin Maus  1.5000 Santa Cruz 
α- E-Cadherin (Klon36) Maus 1:300 1:1500 BD Bioscience 
α-ADAM10 (B42.2) Kaninchen  1:10000 Leuven 
α-hFasL (Ab-3) Kaninchen  1:500 Calbiochem 
α-hFasL (G247-4) Maus  1 :2000 BD Pharmingen 
α-hFasL (Nok- 1) Maus   BD Pharmingen 
α-hFas (B10) Maus  1:500 Santa Cruz 
α-HA (3F10) Ratte 1:300 1:1500 Roche 
α-HIS (14/45/31-2) Maus  1:1000 Dianova 
α-humanes c-Myc Epitop 
(9E10) Maus  1:5000 Santa Cruz 
α-Flag (M-2) Maus  1:2500 Sigma 
Sekundärantikörper 
α-Kaninchen, HPR-
konjugiert, sc2313 
Esel -- 1:10000 Santa Cruz, Heidelberg 
α-Maus,  
HRP-konjugiert 
Schaaf -- 1:10000 Santa Cruz, Heidelberg 
α-Ratte,  
HRP-konjugiert 
Esel -- 1:10000 Santa Cruz, Heidelberg 
α-Ratte AF488 IgG Esel 1:500  Molecular Probes 
α-Maus AF594 F(ab)2  Ziege 1:500  Molecular Probes 
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3.1.9 Oligonukleotide 
 
Stealth si-RNAi (Invitrogen) 
Fas Staelth RNAi: HSS100597, HSS100598, HSS100599 
ADAM10 Stealth RNAi: HSS100165, HSS100166, HSS100167 
 
 
Sequenzierungs-Primer 
 
Humaner FasL 
217_vec_fwd  CGAGCTCGGATCCACTAG 
217_vec_rev   CTAGATGCATGCTCGAGC 
3.1fwd    TAATACGACTCACTATAGGG 
3.1rev    TAGAAGGCACAGTCGAGGC 
HAfwd     ATGTACCCATACGATGTTCCAGATTAT 
FasL-rev_91-73   GAAGAACTGTGCCTGGAG 
FasL-fwd_740-758   CAGTGTTCAATCTTACCAG 
 
Maus-ADAM10 
m10p1-394     GGTGGCACGTTTTACATTGAG  
m10P2-775      CAGACTACAGACTTCTCCGGA 
m10P3-1248   CATCATGTATGCAAGAGCAAC 
m10p4-1604    GGATATGCAATGGCTTCACAG 
m10p5-2010     CATTGCTGAGTGGATTGTG 
 
Maus-ADAM17 
m17p1-351   TCATGTGGTTGGTGAGCC  
m17p2-704   TTTATAAATACATGGGCC  
m17p3-1051    GCTTACGTTGGTTCTCCC  
m17p4-1415    GCGCAGCAACAAGGTGT 
m17p5-1754   AGCAGGAGCTGGAGTCCTGC  
m17p6-2101    CAGTATGAATCCCTGTCT 
 
 
Chimären-Herstellung 
 
 
 
10HA 
GCTGGATCCTTAAGCATAATCTGGAACATCGTATGGGTACATGCGTCGCATGTGTCCCAT
TTG 
 
17HA 
GCTGGATCCTTAAGCATAATCTGGAACATCGTATGGGTACATGCACTCTGTCTCTTTGCT 
 
KTTT (10/17) 
10/17_1 (fwd)   GTTGCCACACACCTTGTTGCCAGATTCAACAAAACAG 
10/17_2 (rev)   CTGTTTTGTTGAATCTGGCAACAAGGTGTGTGGCAAC 
 
TKKK (17/10) 
17/10_1 (fwd)  GCTTCCAGGAGCGCAGCCAGCCTATCTGTGGAAACG 
17/10_2 (rev)   CGTTTCCACAGATAGGCTGGCTGCGCTCCTGGAAGC  
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KKTT (AB) 
A (fwd) TATGAAAACATTGCTGAGGTTGGGTCTGTTCTGGTT 
B (rev)   AACCAGAACAGACCCAACCTCAGCAATGTTTTCATA 
 
KKKT (CD) 
C (fwd) GCCCTGATCATGTTAATGTGTGTGGATAAGAAACTG 
D (rev)   CAGTTTCTTATCCACACACATTAACATGATCAGGGC 
 
TTKK (EF) 
E (fwd)  TTCTGGCAGATAACATCTGGATTGTGGCTCACTGG 
F (rev)   CCAGTGAGCCACAATCCAGATGTTATCTGCCAGAAA 
 
TTTK (GH) 
G (fwd)  TTCAGCATTCTTGTCCACGCTGGATTTATCAAGATTH 
H (rev)   AATCTTGATAAATCCAGCGTGGACAAGAATGCTGAA 
 
KTKK (IJ)       
I (fwd)  TTTCTGGCAGATAACATCTGGATTGTGGCTCACTGG 
J (rev)         CCAGTGAGCCACAATCCAGATGTTATCTGCCAGAAA 
 
TKTT (KL) 
K (fwd) TATGAAAACATTGCTGAGGTTGGGTCTGTTCTGGTT 
L(rev)   AACCAGAACAGACCCAACCTCAGCAATGTTTTCATA 
 
KKTK 
KKTKrev       ATCTTGATAAATCCAGCGTGGACAAGAATGCTG 
TTKTfwd CTGATCATGTTAATGTGTGTGGATAAGAAACTG  
 
TTKT 
TTKTrev        CAGTTTCTTATCCACACACATTAACATGATCAGG 
KKTKfwd      AGCATTCTTGTCCACGCTGGATTTATCAAGATTTGC 
 
 
lösliches ADAM10 (sAD10) 
sAD10      CA-GGATCC-TTA-AGCATAATCTGGAACATCGTATGGGTACAT-  
   CTCTATGAAAACATTGCT  
 
 
 
ADAM10 mit deletierter zytoplasmatischer Domäne (AD10delCy) 
AD10_delCy       GCT-GGATCC-TAA-AGCATAATCTGGAACATCGTATGGGTACAT-   
      TCCAGC-CATTAACATGATC 
 
 
 
Humaner Fas Ligand- Kostrukte 
 
FasL-HA_N-term  TATGGATCCCAGCAGCCCTTCAATTACC 
 
D4 (del 111-131) 
D4fwd  CTTCCACCTACAGAAGGAGCCCAGTCCACCCCCTGAAAA 
D4rev                  TTTTCAGGGGGTGGACTGGGCTCCTTCTGTAGGTGGAAG 
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D5 (del 128-131) 
Del_128-131_fwd   CACACAGCATCATCTTTGGGCCACCCCAGTCCAC 
Del_128-131_rev   GTGGACTGGGGTGGCCCAAAGATGATGCTGTGTG  
 
P206D 
P206Dfwd     TCAATCTTGCAACAACCTGGACCTGAGCCACAAGGTCTAC 
P206Drev    GTAGACCTTGTGGCTCAGGTCCAGGTTGTTGCAAGATTGA 
 
F275L 
F275Lfwd    GAATCTCAGACGTTATTCGGCTTATAT 
F275Lrev     ATATAAGCCGAATAACGTCTGAGATTC 
 
S126L/L127L 
S126L/L127Efwd   CACAGCATCAGAGGAGGAGAAGCAAATAGGCCA 
S126L/L127Erev   TGGCCTATTTGCTTCTCCTCCTCTGATGCTGTG 
 
Del 40-80 
del 40-80 fwd  TCTGTGCCCAGAAGGCCTCTGTGTCTCCTTGTGATG 
del 40-80 rev  CATCACAAGGAGACACAGAGGCCTTCTGGGCACAGA 
 
Del intra 
del_intra_myc  GTTGCCTCGAGATGGAACAAAAACTTATTTCTGAAG 
   AAGATCTGCTGTGTCTCCTTGTGATGTT 
 
TTF  
TTF fwd    TGCTTGTTCCTCAGCCTCCTGTGTCTCCTTGTGATG 
TTF_rev    TCACAAGGAGACACAGGAGGCTGAGGAACAAGC 
 
FFT  
FFT_rev    CCACGATCAGGAAGGAGAAGCCTGTGCTGTGGTTCCC 
FFT_fwd   AACCACAGCACAGGCTTCTCCTTCCTGATCGTGG 
 
FTF 
FTF_fwd: TGCACTTTGGAGTGATCCAGCTCTTCCACCTACAG 
FTF_rev:   CTGTAGGTGGAAGAGCTGGATCACTCCAAAGTGCAG 
 
TFT 
TFT_fwd:  TGGGCCTGGGGATGTTTGGCCCCCAGAGGGAAG 
FTF_rev:  CTTCCCTCTGGGGGCCAAACATCCCCAGGCCCA 
 
 
Humaner FasL: 
 
FasL_N-term myc_Xho_fwd:                     
GTTGCCTCGAGATGGAACAAAAACTTATTTCTGAAGAAGATCTGCAGCAGCCCTTCAATT
ACC 
 
TNF_C-term Bam_rev:  
TAAGGATCCTTAGAGCTTATATAAGCCGAAAAAC 
 
 
Humaner TNFα:   
 
TNF_N-term myc_Xho_fwd:                     
GTTGCCTCGAGATGGAACAAAAACTTATTTCTGAAGAAGATCTGAGCACTGAAAGCATGA
TCC 
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TNF_C-term Bam_rev:  
TAAGGATCCTCACAGGGCAATGATCCCAAAG 
 
 
 
3.1.10 Medien und Lösungen 
 
DMEM     PAA Laboratories, Linz, A 
 
RPMI-1640 PAA Laboratories, Linz, A 
 
Erythrozytenlysepuffer 0,16 M NH4Cl, 0,01 M KHCO3, 0,1 mM Na-
EDTA, pH 7,4 
 
FKS PAA Laboratories, Linz, A; 30 min 
hitzeinaktiviert bei 56°C 
 
LB-Medium 10 % Trypton/Pepton aus Casein, 5 % Hefe-
extrakt, 10 % NaCl, pH 7,0 
 
PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, 
8,1 mM Na2HPO4, pH 7,4  
 
PBA PBS, 0,5 % BSA, 0,02% NaN3 
 
TBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 25 mM Tris, pH 7,4 
 
TBS-T TBS, 0,01 % Tween    
 
Lysispuffer ADAM10 (1% Triton-X-100, 5 mM Tris, 1 mM 
EGTA, 250 mM Saccharose, pH 7,4) 
  
RIPA (1% NP40, 0,1% SDS, 150mM NaCL, 
10mM  NaPO4, pH 7,2) 
 
 
Waschpuffer (Immunfluoreszenz)   1% BSA (w/v) in PBS mit 0.1% w/v Natrium-     
Azid (NaN3)   
 
Fixierlösung (Immunfluoreszenz) 1% PFA (w/v) in PBS, store at 4°C in the dark 
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3.2 Methoden  
 
3.2.1 Zellkultur 
 
Sämtliche Zellen wurden bei 37°C in einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre mit 5% CO2 
kultiviert. Die Kultivierung von adhärenten Zellen erfolgte in DMEM-Medium, 
Suspensionszellen wurden in RPMI-1640-Medium kultiviert. Den Medien wurde 1% 
Penicillin/Streptomycin (v/v) und 10% FKS (v/v) zugesetzt.   
 
3.2.1.1 Gewinnung und Kultivierung von primären T-Zellen 
PBMNZ (periphere mononucleäre Blutzellen) wurden aus Eigenblut mittels Ficoll-
Dichtegradintenzentrifugation isoliert. Dazu wurde das mit Heparin versetzte Blut über 
Ficoll-Hypaque (Dichte 1,077) geschichtet und für 20 min bei 2000 rpm ohne Bremse 
zentrifugiert. Die PBMNZ, die sich entsprechend ihrer Dichte in der Interphase zwischen 
Serum und Ficoll ansammeln, wurden abgenommen und mit PBS sowie Kulturmedium 
gewaschen. Die verbleibenden Erythrocyten wurden mittels Erythrocyten-Lysepuffer entfernt, 
wonach ein weiterer Waschschritt mit PBS folgte. Zur Herstellung von PHA-Blasten wurden 
diese Zellen in einer Dicht von 2.5x106 in Gegenwart von 0.5 µg/ml PHA für drei Tage 
kultiviert. Lebende Zellen wurden mittels Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation von 
Zelltrümmern abgetrennt und in Gegenwart von rIL-2 (10 U/ml) in RPMI 1640 weiter 
kultiviert. Die Zellen wurden nach weiteren 12-16 Tagen verwendet.  
 
3.2.1.2 Passagieren von adhärenten Zellen 
Das Medium einer konfluent bewachsenen Schale wurde abgesaugt, die Zellen einmal mit 
PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA Lösung bei 37°C bis zum Ablösen inkubiert. Nach 
Ablösung der Zellen wurde zur Inhibition des Trypsins serumhaltiges Medium zugegeben, die 
Zellen hierin resuspendiert und in der gewünschten Verdünnung in neue Zellkulturschalen mit 
frischem Medium ausgesät. 
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3.2.1.3 Einfrieren von Zellen 
Zur Aufbewahrung der Zellen in flüssigem Stickstoff ließ man die zum Einfrieren bestimmten 
Zellen bis zu einer etwa 80 %igen Konfluenz in 100 mm Schalen wachsen. Nach der 
Trypsinierung (siehe 3.2.1.2) und der Aufnahme der Zellen in 5 ml Medium wurde die 
Suspension 5 min bei 600 x g zentrifugiert (Universal 32, Typ 1605, Hettich, Tuttlingen). Der 
Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in frischem Zellkulturmedium resuspendiert und 
für 10 min auf Eis gekühlt. Anschließend wurde die gleiche Menge Gefriermedium (20 % 
DMSO (Dimethylsulfoxid) in vollständigem Zellkulturmedium) zugegeben. 1ml Aliquots 
wurden in Schraubdeckelröhrchen zunächst für 24 Stunden in Styroporbehältern bei -80 °C 
gelagert, bevor die Röhrchen zur langfristigen Aufbewahrung in flüssigem Stickstoff bei  
-196°C überführt wurden. 
 
3.2.1.4 Auftauen von Zellen 
Die aufzutauenden Röhrchen wurden bei 37°C im Wasserbad fast vollständig aufgetaut. Unter 
der Sterilbank wurde nun die aufgetaute Zellsuspension in ein 15 ml Röhrchen mit 5 ml 
Zellkulturmedium gegeben und für 3-5 min bei 600 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde 
abgesaugt, das Zellpellet in 5 ml Zellkulturmedium resuspendiert und zur Kultivierung in 
einer 25 mm²-Flasche im Brutschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurde das Anwachsen der 
aufgetauten Zellen kontrolliert. Tote Zellen wurden durch Mediumwechsel entfernt. 
 
3.2.1.5 Ernten von eukaryotischen Zellen 
Die mit den zu erntenden Zellen bewachsenen Zellkulturschalen wurden auf Eis gestellt und 
die Zellen nach Absaugen des Mediums zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. 
Anschließend wurden die Zellen mit einem biegsamen Zellschaber abgeschabt und mit 2 x 0,5 
ml eiskaltem PBS in 1,5 ml Eppendorfgefäße überführt. Die Eppendorfgefäße wurden 5 min 
bei 4 °C und 5000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 
und das Zellpellet entweder direkt weiterverwendet oder auf Trockeneis abgekühlt und 
anschließend bei -80 °C eingefroren. 
 
3.2.1.6 Herstellung von Zelllysaten 
Zelllysaten wurden hergestellt, indem das Zellpellet je nach Größe in etwa 50-400 µl 
Lysispuffer (1:25 mit Complete-Proteaseinhibitor) durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren 
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resuspendiert wurde. Es folgte eine 10-30 minütige Inkubation auf Eis, gefolgt von einem 
weiteren Resuspensionsschritt. Im Anschluss wurde das Lysat 5 min bei 14000 rpm bei 4°C 
zur Abtrennung von Zellkernen und anderem Zelldebris in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. 
Der Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Röhrchen überführt und der Proteingehalt 
ermittelt (siehe unten). Das Lysat wurde je nach Konzentration mit 2-4fach konzentriertem, 
reduzierendem SDS-PAGE Probenauftragspuffer (4x Stammlösung: 250 mM Tris/HCl pH 
6,8; 9 % SDS; 40 % Glycin; eine Spatelspitze Bromphenolblau; 25 % ß-Mercaptoethanol in 
H2O) versetzt und 5 min im Thermoblock bei 95°C erhitzt. Die Proben wurden entweder 
direkt auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen oder bei -20°C verwahrt.  
 
3.2.1.7 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen 
Für die Transfektion wurden die Zellen bis zu einer Dichte von etwa 60-80% kultiviert und 
vor der Transfektion mit neuem Zellkulturmedium versorgt. Für die Verwendung der 
transfizierten Zellen in der indirekten Immunfluoreszenz wurden diese auf Deckgläschen 
kultiviert. Die Transfektion erfolgte mit FuGene6 (Roche, Heidelberg). Dabei wurden 100 µl 
DMEM ohne Serum mit 3 µl FuGene und 1,0 µg DNA in einem Eppendorfgefäß gemischt 
und für mindestens 15- 45min bei Raumtemperatur inkubiert. Das lipophile Reagenz bildet 
mit der zu transfizierenden DNA einen Lipid-DNA-Komplex, der zur DNA-Aufnahme in die 
Zellen und anschließender Expression in diesen führen soll. Das Transfektionsreagenz blieb 
für 6 bis 24 Stunden auf den Zellen. Die Expression des transfizierten Gens wurde nach 24 bis 
72 Stunden mittels Immunfluoreszenz ( 3.2.4.5), Immunoblot-Analyse ( 3.2.2.3) oder ELISA 
(3.2.4.7) untersucht. 
  
3.2.1.8 siRNA 
„RNA interference“ (RNAi) kann als posttranskriptioneller „gene silencing“ Mechanismus 
zur Herunterregulation der Genexpression in Protozoen, Pilzen, Pflanzen und Tieren 
nachgewiesen werden. Durch doppelsträngige RNA (dsRNA) wird die sequenzspezifische 
Degradation homologer mRNA-Moleküle ausgelöst.  
Dabei wird im sogenannten Initiationsschritt zunächst doppelsträngige RNA durch die 
Ribonuklease Dicer in „short interfering“ RNAs (siRNAs), die eine Länge von 21-26 
Nukleotiden aufweisen, prozessiert. Dadurch lagern sich hier zusätzliche Proteine mit je 
einem siRNA-Molekül zum „induced silencing complex“ (RISC) zusammen. Anschließend 
kommt es zur Erkennung und Degradation der Ziel-mRNA. Die Erkennung erfolgt dabei 
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durch die Ausbildung komplementärer Basenpaarungen zwischen der siRNA und dem 
Zielmolekül. Die abschließende Degradation der mRNA wird durch eine endonukleolytische 
Aktivität des RISCs katalysiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zur Herunterregulation der endogenen ADAM10-Expression in humanen T-Zellen (PHA-
Blasten) wurden folgende RNAi-Oligonukleotide (Stealth RNAi, Invitrogen) verwendet:   
HSS100165, HSS100166 und HSS100167. Als negative Kontrollle wurde unspezifische 
RNAi mit einem niedrigen GC-Gehalt verwendet (Stealth™ RNAi Negative Control LO GC 
(12935-200)). Pro Transfektionsansatz wurden 5x106 mit insgesamt 150 pMol einer 
äquimolaren Mischung der drei Konstrukte transfiziert. Dazu wurde das Programm X-01 des 
AMAXA Elektropoarationssystems entsprechend den Anweisungen des Herstellers 
verwendet. Nach 6 Stunden Inkubation wurde das Medium erneuert und die Zellen für weitere 
72 Stunden inkubiert. Nach Restimulation mit PMA und Ionomycin, wurde das 
Konditionierte Medium geerntet und die Menge des freigesetzten löslichen FasL mit ELISA 
gemessen.  Nachfolgend wurde die erfolgreiche Herunterregulation der ADAM10-Expression 
im Immunoblot kontrolliert. 
Für die Herunterregulation des FasR in Hela-Zellen wurden die Stealth-RNAi-
Oligonukleotide HSS100597, HSS100598 und HSS100599 verwendet und mittels Fugene in 
die Zellen eingebracht. Dabei wurden pro 6-well 1µl Fugene und 20pMol einer äquimolaren 
Mischung der drei Oligos verwendet. 
Abb. 5: Schematische Darstellung der RNAi-
vermittelten Verhinderung der Genexpression 
 
Im Initiationsschritt werden doppelsträngige RNA-Moleküle 
durch die Ribonuklease Dicer in „short interfering“ RNAs 
(siRNAs) prozessiert, wodurch sich hier zusätzliche Proteine 
mit je einem siRNA-Molekül zum „induced silencing complex“ 
(RISC) zusammenlagern.  
Dadurch kommt es zur Erkennung und Degradation der Ziel-
mRNA. Die komplementärer Basenpaarungen vermittelt die 
Erkennung zwischen der siRNA und dem Zielmolekül und führt 
zur Ausbildung dieses Komplexes. So kann durch. eine 
endonukleolytische Aktivität des RISCs die abschließende 
Degradation der mRNA katalysiert werden. 
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3.2.2 Biochemische Methoden 
 
3.2.2.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen 
Die Proteingehaltsbestimmung erfolgte nach der Bicinchoninsäure (BCA)-Methode mit einem 
Kit der Firma Pierce (Rockford, USA) im 96-well-Format. Es wurde die Extinktion bei 
562nm gemessen. Als Standard dienten serielle BSA-Verdünnungen in ddH2O (Sigma 
Aldrich, Steinheim, D). Es wurden Dreifachwerte gemessen und der Mittelwert wurde für die 
Berechnung der Proteinkonzentration verwendet. 
 
3.2.2.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Mittels der diskontinuierliche SDS-PAGE können Proteine unabhängig von ihrer Ladung 
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dies geschieht mit Hilfe eines elektrischen 
Feldes, das an ein Polyacryamidgel angelegt wird, sowie einem SDS- haltigen Tris-HCl/Tris-
Glycin-Puffersystem nach Laemmli, 1977. Es wurde ein vertikales Mini-Protean-3- 
Elektrophoresis-System verwendet (BioRad, Hercules, USA). Die Porengröße der 1,5 mm 
dicken Trenngele wurde über den Acrylamidanteil festgelegt, wobei für die Auftrennung 
großer Proteine ein niedriger Anteil an Acrylamid (10%) verwendet wurde, für kleinere 
Proteine, inbesondere die Spaltfragmente des FasL, wurden 15%ige Gele verwendet. Als 
Proteinstandard diente Precision Plus Protein Standard All Blue Molekulargewichtsmarker 
von BioRad (München). Der Gellauf wurde mit einem Vorlauf von ca. 10 min bei 80 V und 
einem Gellauf bei 120-150 V durchgeführt. Durch eine Färbung mit Coomassiefärbelösung 
(0,1 % Coomassie Brilliant Blue (w/v) (Sigma, Steinheim), 40 % Methanol, 10 % Essigsäure 
in H2O) nach Weber & Osborn (1969) oder durch Immunoblotting (3.2.2.3) konnten die 
aufgetrennten Proteine anschließend detektiert werden. Coomassie gefärbte Gele wurden in  
5 % Methanol und 7,5 % Essigsäure entfärbt. 
 
3.2.2.3 Immunoblot (Westernblot) 
Der Transfer von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen aus einem SDS-Gel auf eine 
PVDF-Membran (Roti-PVDF, Roth, Karlsruhe) erfolgte mittels einer Semi-Dry-Blot-
Apparatur (Transblot SD, Bio-Rad, München). Zuerst wurde die PVDF-Membran mit 
Methanol und Transferpuffer (192 mM Glycin; 25 mM Tris/HCl pH 8.5; 10 % (v/v) 
Methanol) äquilibrierte, das SDS-Gel ebenfalls kurz in Transferpuffer gespült und blasenfrei 
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auf Membran gelegt. Beiderseits wurden je zwei Lagen Whatmanpapier der Stärke 1,5 mm 
angefügt. Bei einer Spannung von 20V wurde die Proteine für 70 min übertragen, 
anschließend konnten die transferierten Proteine mit Ponceau S-Lösung (Ponceau S Solution, 
Sigma Aldrich, Steinheim) auf der PVDF-Membran angefärbt werden. So wurde sowohl der 
erfolgreiche Proteintransfer als auch eine gleichmäßige Beladung der Spuren kontrolliert. 
Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurde diese 60 min mit 3 % 
Magermilchpulver in TBS-T blockiert, um die direkte Bindung von Antikörpern an die 
Membran zu verhindern. Die Inkubation mit dem Primärantikörper erfolgte in einem 50 ml-
Röhrchen für 1 h bei RT oder über Nacht bei 4°C auf einem Rundumschüttler (Assistent, 
Sondheim). Die Antikörper wurden in 3 % Magermilchpulver in TBS-T verdünnt Die 
Membran wurde danach dreimal 10 min mit TBS-T gewaschen und für eine Stunde mit dem 
HRP-gekoppelten Sekundärantikörper bei RT im 50 ml-Röhrchen auf einem Rundumschüttler 
inkubiert. Schließlich wurde die Membran erneut dreimal 10 min mit TBS-T gewaschen. 
Durch eine Meerretichperoxidase-katalysierte Chemolumineszenzreaktion (ECLplus- bzw. 
ECLadvanced Western Blotting Detection Systems, Amersham, Braunschweig; 
Durchführung nach Angaben des Herstellers) konnten die markierten Proteine über eine 
Chemolumineszenzkamera (LAS-1000, Fujifilm, Kanagawa, Japan) visualisiert und die 
Membran fotografiert werden (Expositionszeit zwischen 1 s und 30 min). Neben einer 
qualitativen Auswertung erfolgte in einigen Fällen eine densitometrische Auswertung der 
Banden mit der PCBAS (Version 2.09g). 
 
3.2.2.4 Strippen von Westernblots 
Um verschieden Proteine nacheinander auf der gleich Membran nachweisen zu können, 
wurden die gekoppelten Antikörper mittels einem als Strippen bezeichneten Verfahren durch 
thermischer Energie, Detergenzien und Reduktionsmitteln entfernt. Die auf die Membran 
transferierten Proteine bleiben dabei weitgehend gebunden und können. Zur Detektion des 
nächsten Proteins wurde der Westernblot zweimal 10 min mit TBS-Tween gewaschen, um 
restliches ECLplus-Reagenz von der Detektion des ersten Proteins zu entfernen. 
Anschließend wurde die Membran 30 min mit Stripping Puffer (62,5 mM Tris/HCl; 2 % SDS; 
0,83 % β-Mercaptoethanol in H2O) bei 70°C im Wärmeschrank inkubiert, erneut zweimal 10 
min mit TBS-T bei RT gewaschen und  anschließend erneut mit Antikörpern inkubiert. 
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3.2.2.5 Fas Ligand in vitro Spaltungsversuch 
Für diesen Versuch wurden folgende rekombinante Proteine verwendet: Die extrazelluläre 
Domäne (Aminosäurereste 103-281) des humanen FasL, die am N-Terminus über ein 
26Aminosäuren langes Linker-Peptid an einen Flag-Tag fusioniert ist (250 ng pro 30 µl 
Reaktions-Mix) (Alexis Biochemicals, Heidelberg, Germany); humanes, 10x Histidin-Tag-
markiertes ADAM10 und ADAM17 (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, D) (250 ng/30 
µl Reaktions-Mix). Die Inkubation des FasL mit den beiden Proteasen erfolgte für 5 und 14 
Stunden bei 37°C. Als Kontrolle für eine mögliche unspezifische Degradation des FasL 
wurde der FasL auch ohne Protease alleine im ADAM-Reaktionspuffer (25 mM Tris, 0,005% 
Brij-35; 2,5 µM ZnCl2, pH 8,8) über 14 Stunden inkubiert. Vor dem Reaktionsstart wurde ein 
Aliquot genommen, welches den intakten FasL repräsentiert. Nach der angegebenen 
Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Zugabe von Laemmli-Puffer gestoppt und die 
Proben mittels SDS-PAGE und Immunoblot analysiert. Dazu wurden anti-Flag und anti His-
Antikörper verwendet.  
 
3.2.2.6 Alkalische Phosphatase-Assay 
Durch den Alkalische Phosphatase-Assay ist es möglich, Shedding-Ereignisse relativ einfach 
nachzuweisen. Dabei werden Protease-Substrate, deren Shedding analysiert werden soll, an 
der extrazellulären Domäne mit der Alkalischen Phosphatase fusioniert. Die Aktivität der 
Alkalischen Phosphatase kann durch Umsatz des Substrats p-Nitrophenylphosphat zu p-
Nitrophenol  nachgewiesen werden. Durch Vergleich der Aktivität im Zellkulturüberstand mit 
der Aktivität, die mit dem Zellpellet assoziiert ist, kann die Shedding-Rate für ein bestimmtes 
Substrat berechnet werden.  
100µl einer Lösung des chromogenen Substrats p-Nitrophenylphosphat wurden mit 100µl 
passend verdünntem Zellkulturüberstand oder Zelllysat versetzt. Die Bildung von p-
Nitrophenol wurde über die optischen Dichte bei einer Wellenlänge von 405nm im ELISA-
Lesegerät vermessen.  
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3.2.3 Molekularbiologische Methoden 
 
Molekularbiologische Methoden wurden, soweit nicht anders angegeben, nach den 
Standardprotokollen von Sambrook, Fritsch und Maniatis (dritte Ausgabe, 2001) 
durchgeführt. 
 
 
3.2.3.1 DNA-Gehaltsbestimmung 
Durch photometrische Messung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 260 nm 
kann die Nukleinsäurekonzentration in einer Lösung photometrisch bestimmt werden 
(GeneQuant pro, Biochrom, Cambridge, UK). Eine OD von 1,0 bei dieser Wellenlänge 
entspricht einem Doppelstrang-DNA-Gehalt von 50 µg/ml. Die Reinheit der DNA, bzw. eine 
Verunreinigung mit Protein, kann durch die Ermittlung des Verhältnis der OD bei 260 nm zu 
der OD bei 280 nm ermittelt werden. Reine Doppelstrang-DNA weist ein Verhältnis 
OD260/OD280 von 1,8 auf. Das Verhältnis sollte für ausreichend saubere doppelsträngige 
DNA zwischen 1,8 und 2,0 liegen.  
 
3.2.3.2 Agarosegelelektrophorese 
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit 1-2%igen Agarosegelen in einer 
horizontalen Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer (40 mM Tris/HCl pH 8,0; 1 mM EDTA; 
0,11 % Essigsäure in H2O) als Laufmittel. Die Proben wurden mit Auftragspuffer versetzt 
(Fermentas, St. Leon-Rot). Ein 1 kb-Molekulargewichtsmarker diente als Standard 
(Fermentas, St. Leon-Rot), von dem 6 µl aufgetragen wurden. Die Auftrennung wurde für ca. 
30 min bei einer konstanten Spannung von 120 V durchgeführt. Sollten die Fragmente nicht 
weiterverwendet werden, wurde die DNA durch das gebundene Ethidiumbromid bei 
Beleuchtung mit UV-Licht der Wellenlänge λ=312 nm sichtbar gemacht. Die beleuchteten 
Gele wurden mit Hilfe der Geldokumentationsanlage Gel Jet Imager (Intas, Göttingen) 
fotografiert und die Fotos ausgewertet. Sollte mit der DNA weitergearbeitet werden, wurde 
das entsprechende Fragment zum Schutz vor UV-induzierten Mutationen aus dem Gel bei 
sehr schwacher UV-Bestrahlung  isoliert (3.2.3.3), bevor das restliche Gel zur Auswertung 
fotografiert wurde. 
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3.2.3.3 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Für die Aufreinigung wurde das Gelstück mit der erwünschten DNA-Bande mit Hilfe eines 
Skalpells auf einem UV-Tisch bei Beleuchtung mit einer Wellenlänge von 366 nm 
(Reprostar, Camag, Muttenz, Schweiz) aus dem Gel herausgeschnitten. Die Verwendung von 
UV-Licht geringerer Intensität verminderte das Risiko der Mutationsentstehung. Die in den 
Gelstücken enthaltene DNA wurde mit dem Qiaquick Gelextraktionskit (Qiagen, Hilden) 
isoliert. 
 
3.2.3.4 Herstellung elektrokompetenter Zellen 
Aus einem bei -80°C gelagerten Aliquot E. coli XL1 blue wurde zunächst ein Verdünnungs-
ausstrich auf einer LB-Agarplatte mit 50 µl Tetrazyklin ausgestrichen und über Nacht bei 
37°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde mit einer Einzelkolonie von der Platte eine Vorkultur 
von 50 ml LB Medium mit 50 µl Tetrazyklin angeimpft und über Nacht angezogen. Aus der 
Vorkultur wurden dann 20 ml abgenommen und zum Animpfen einer 1 l Kultur LB-Medium 
(ohne Tetrazyklin) verwendet. Die Bakterienkultur wurde bis zu einer OD600nm von 0,5 bis 0,6 
bei 37°C geschüttelt und anschließend unter Schütteln auf Eis heruntergekühlt. Alle folgenden 
Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgeführt. Durch eine Zentrifugation von 15 min bei 5000 
rpm und 4°C wurden die Zellen pelletiert. Nun wurde das Pellet zweimal mit 250 ml 
eiskaltem H2O bidest gewaschen und anschließend in 50 ml eiskalter 10 %iger 
Glycerinlösung resuspendiert. Es folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt für 20 min bei 
3200 rpm und 4°C worauf das Zellpellet in 2 ml 10 %iger Glycerinlösung aufgenommen 
wurde. Schließlich wurde die Bakteriensuspension zu 50 µl Aliquots in auf Trockeneis 
gekühlte Eppendorfgefäße gegeben und bei -80°C eingefroren. 
 
3.2.3.5 Transformation durch Elektroporation 
Vor der Elektroporation wurden die bei -80°C gelagerten E. coli-Bakterien des Stammes 
XL1-Blue auf Eis aufgetaut. Die Bakterien wurden mit 1 µl Vektor-DNA versetzt und in einer 
vorgekühlten Elektroporationsküvette transformiert. Die Elektroporation erfolgte bei 2,5 kV, 
400 Ω und 25 µF im Gene Pulser (BioRad, Hercules, USA). Anschließend wurden die 
transformierten Bakterien in 1 ml antibiotikafreies LB-Medium überführt und für 30 min bei 
37°C im Thermoblock geschüttelt. Nach der Inkubation wurde die Zellsuspension 2 min bei 
10000 rpm in einer Tischzentrifuge (Eppendorf) zentrifugiert. 750 µl des Überstandes wurden 
abgenommen und die pelletierten Bakterien in den restlichen 250 µl LB-Medium 
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resuspendiert. Schließlich wurde die Bakteriensuspension auf einer ampicillinhaltigen LB-
Agarplatte ausgestrichen und über Nacht bei 37°C für 12-16 Stunden bis zur Plasmid-
amplifikation inkubiert. 
 
3.2.3.6 Plasmidamplifikation und –aufreinigung 
Die über Nacht gewachsenen Kolonien der transformierten, auf LB-Agarplatten 
ausgestrichenen Bakterien wurden mit sterilen Zahnstochern gepickt. Je nach Bedarf wurden 
3 ml oder 200 ml ampicillinhaltiges LB-Medium (50µg/ml Ampicillin) angeimpft und über 
Nacht unter Schütteln (etwa 250 Umdrehungen pro Minute) bei 37°C inkubiert. Die Plasmide 
wurden bei 3 ml Ansätzen mit dem peqGold Plasmid Miniprep Kit I (Peqlab), bei 200 ml 
Ansätzen mit dem Pure Yield Plasmid Midiprep Kit (Promega) nach Angaben des Herstellers 
aufgereinigt. 
 
3.2.3.7 Einführung von Punktmutanten durch zweifach rekombinante PCR 
Um einzelne Aminosäuren in Proteinen auszutauschen, wurden auf cDNA-Ebene die ent-
sprechenden Basentripletts mutiert. Dies wurde mittels rekombinanter PCR (Higuchi, 1990) 
erreicht. Das Prinzip ist in Abb. 6 verdeutlicht: In zwei getrennten Standard-PCR Ansätzen 
wurden Primer verwendet, die die zu mutierende Basensequenz enthalten. Augrund von 
flankierenden Basen wird eine ausreichende Hybridisierung erreicht, so dass durch PCR–
Amplifizierung zwei Fragmente entstehen, die an ihren einem Ende zueinander homologe, 
bereits mutierte Sequenzen aufweisen. In einem zweiten PCR-Schritt mit diesen 
aufgereinigten Fragmenten, die sich quasi gegenseitig als Primer benutzen, kann der 
vollständige, nun mutierte Doppelstrang wieder hergestellt werden. Durch Benutzung von 
flankierenden Primern, die Schnittstellen für Restriktopnsenzyme aufweisen oder gegebene 
Restriktionsschnittstellen mit einschließen, kann das enstandene mutierte Fragment in einen 
gewünschten Vektor kloniert werden. 
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Herstellung einer Punktmutante durch zweifach 
rekombinante PCR.  
(A) In zwei separaten Reaktionen werden überlappende Sequenzabschnitte mit jeweils einem genspezifischen 
und einem Mutageneseprimer amplifiziert. (B,C) In einer dritten PCR Reaktion binden die beiden Fragmente im 
überlappenden Bereich (B) und werden verlängert. So entstandene, rekombinierte Fragmente werden in 
derselben Reaktion durch spezifische Primer aus (A) vermehrt (C). (D) Nach der PCR wird das Fragment mit 
zwei Restriktionsenzymen geschnitten, um es in ein Plasmid zu legieren.  
 
 
3.2.3.8 Erzeugung von Proteinfusionen und chimären Proteinen durch rekombinante 
PCR 
Das Aneinanderfügen zweier beliebiger cDNA-Sequenzen wurde ebenfalls durch 
rekombinante PCR erreicht. Analog zu Kabitel 3.2.3.8 wurden in beiden Sequenzen jeweils 
die Bereiche amplifiziert, die die Fusionsstelle später flankieren sollten. Es wurden an der 
Fusionstelle über 18-24 Nukleotide überlappende Primer eingesetzt und das Standard PCR-
Protokoll gemäß Kapitel 3.2.3.7 verwendet. 
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3.2.4 Immunologische Methoden 
 
3.2.4.1 Durchflusszytometrie 
Durch FACS-Analyse (Fluorescence-activated cell sorting) können Größe, Granularität, und 
Expressionstärke spezifischer Proteine in einer Vielzahl einzelner Zellen charakterisiert 
werden. Bei der FACS-Messung werden die gefärbten Zellen in einer Einzelzellsuspension an 
einem gebündelten Laserstrahl geeigneter Wellenlänge vorbeigeleitet. Bei exakter Anregung 
der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatischen Laserstrahl werden 
diese auf ein höheres Energieniveau gehoben. Nach dem Laserpuls fallen die Elektronen unter 
Abgabe von Energie auf ihr Ursprungsniveau zurück. Die emittierte Photonenkonzentration 
wird durch einen Photodetektor registriert. Zusätzlich werden durch die Lichtbeugung und –
streuung Informationen über die Zellgröße (im „Forward-Scatter“) und die Granularität der 
Zelle (im „Sideward-Scatter“) gewonnen. 
 
3.2.4.2 Immunfärbung für die Durchflusszytometrie 
Bei der FasL-Färbung wurden FasL exprimierende KFL-Zellen in Gegenwart von DMSO 
oder verschiedenen MP-Inhibitoren für einen Zeitraum von 30-60 Minuten vorbehandelt. Die 
Färbungen wurden in 96-well Rundbodenplatten durchgeführt. Es wurden zunächst pro, 
Färbung 5 x 105 – 1 x 106  Zellen für 5 min. bei 1100 rpm und 4°C zentrifugiert und 
nachfolgend mit kaltem Waschpuffer gewaschen. Nach der Zugabe des fluoreszenzmarkierten 
anti FasL- Antikörpers (NOK-1) oder einer geeigneten Isotypkontrolle wurden die Zellen für 
15 min unter Lichtausschluss auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit 
kaltem PBS gewaschen, mit 1% PFA fixiert, in Röhrchen überführt und bis zur Messung in 
Dunkelheit auf Eis gehalten.  
 
3.2.4.3 AnnexinV- Färbung 
Die Translokation des normalerweise asymmetrisch verteilten Phospholipids 
Phosphatidyserin auf die Zelloberfläche ist ein früher Marker apoptotischer Zellen (Martin et 
al., 1995). Das Protein AnnexinV besitzt eine natürliche Affinität für Phosphatidylserin.  
Im AnnexinV-Test werden lebende Zellen mit FITC-konjugiertem AnnexinV sowie 
Propidiumjodid inkubiert. So können sowohl früh-apoptotische (AnnexinV-positiv, 
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Propidiumjodid-negativ) als auch spät-apoptotische Zellen (AnnexinV-positiv, 
Propidiumjodid-positiv) von lebenden Zellen unterschieden werden. 
Es wurde das „AnnexinV-FITC Apoptosis Detection Kit“ der Firma BD Bioscience erwendet. 
Hierbei wurden durch Zentrifugation pelettierte Zellen in AnnexinV-Puffer resuspendiert und 
mit AnnexinV-FITC und Propidiumjodid 15 Minuten im Dunkel inkubiert. Nach Auffüllen 
mit 500µl Annexin-Puffer wurden die Zellen durchflusszytometrisch untersucht. 
Im Durchflusszytometer (FACSscan, Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) wurden 
pro Ansatz 10000 lebende Zellen aquiriert. Die Auswertung erfolgte mit der Software 
CellQuest (BD Bioscience). 
 
3.2.4.4 Zellzahlbestimmung 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zählkammer. Um die Zellzahl einer 
Zellsuspension zu bestimmen, wurden die Zellen zunächst 1:1 mit 0,4%iger Trypanblau-
Lösung gemischt und in die Zählkammer pipettiert. Die durchschnittliche Anzahl von Zellen 
in einem Großquadrat x 104 entspricht der Zellzahl pro ml. Trypanblau ist ein saurer 
Farbstoff, dessen Anion an Zellproteine bindet. Er dringt durch defekte Zellmembranen toter 
Zellen in das Zytosol und färbt diese Zellen tiefblau. Bei der Auszählung wurden nur die 
lebenden Zellen berücksichtigt, wobei der Anteil an lebenden Zellen in einer intakten 
Zellkultur größer als 95% sein sollte 
 
3.2.4.5 Indirekte Immunfluoreszenz an Zellkulturzellen 
Die Lokalisation von Proteinen in der Zelle kann mittels der indirekten Immunfluoreszenz 
erfolgen. Dabei werden gegen das Zielprotein gerichtete, primäre Antikörper verwendet. 
Diese werden dann mit fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörpern detektiert. Dies erlaubt 
eine höhere Sensivität als die direkte Immunfluoreszenz, in der  fluoreszenzmarkierte primäre 
Antikörper eingesetzt werden. 
Für die Betrachtung aller fluoreszenzgefärbten Zellen wurde ein Axiovert 200M (Carl Zeiss, 
Jena, D) verwendet, das mit der Axio Vision 4.1 beta Version 08.2003 Software bedient 
wurde. Die Bilder wurden mit dem Axio Vision Viewer LE Rel. 4.1 und mit der Adobe 
Photoshop Version 7.0 Software bearbeitet.  
Mit Hilfe eines Apotoms, das die Erstellung „optischer Schnitte“ durch Fluoreszenzpräparate 
erlaubt, konnten Kolokalisierungsstudien durchgeführt werden. Bei dieser Technologie wird 
das Prinzip der ‚Streifenprojektion’ umgesetzt, indem eine Gitterstruktur mit definierter 
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Gitter-streifenbreite mit Hilfe eines Apotomschiebers in die Ebene der Leuchtfeldblende des 
Auflicht-strahlenganges des Mikroskops eingebracht wird. Die Ebene der Leuchtfeldblende 
ist konjugiert zu der Fokusebene, so dass bei dem Blick durch die Okulare das Gitter 
überlagert mit der Probe gesehen werden kann. Über einen Scanning-Mechanismus im 
Apotomschieber wird die Gitterstruktur in der Präparatebene in drei definierten Schritten 
verschoben, wobei an jeder Gitterposition ein digitales Bild aufgenommen wird. Die drei 
Rohbilder werden von dem Computer zu einem Ergebnisbild verrechnet. Das berechnete Bild 
stellt einen optischen Schnitt durch die Probe dar.  
Die auf Deckgläschen (∅ 13 mm) kultivierten Zellen Zellen wurden einmal kurz mit PBS 
gewaschen und für 30 min mit 4 % PFA in PBS fixiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen 
zweimal mit PBS gewaschen, um das Fixativ zu entfernen. Die Zellen konnten nun bis zur 
Antikörperfärbung bei 4°C in PBS gelagert werden. Für die Immunfärbung wurden die 
fixierten Zellen 5 min mit 0.1 % Triton X-100 in PBS permeabilisiert, wonach eine 
Absättigung der freien Aldehydgruppen für 10 min mit 0.12 % Glycin in PBS erfolgte. 
Zwischen den Schritten wurde jeweils einmal mit PBS gewaschen. Um unspezifische 
Proteinbindungen zu verhindern, wurden die Zellen 15 min mit 3 % BSA in PBS blockiert. 
Zur Bindung des Primärantikörpers wurden 30 µl der Antikörperverdünnung in 3 % BSA auf 
Parafilm pipettiert und die Deckgläschen, mit der Zellseite zur Lösung gewandt, auf das 
Parafilm gelegt. Nach einer Inkubationszeit von 1-2 Stunden in einer feuchten Kammer bei 
Raumtemperatur wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Der fluoreszenzmarkierte 
Sekundärantikörper wurde auf die gleiche Weise wie der Primärantikörper für 60 min bei RT 
inkubiert. Vor der Einbettung der Zellen wurden die Deckgläschen dreimal mit PBS und 
einmal mit ddH2O gewaschen sowie kurz auf Zellstoffpapier abgetupft. Anschließend wurden 
die Deckgläschen in einem Gemisch aus Mowiol, DABCO (17 % Mowiol, 33 % Glycerin, 50 
mg/ml DABCO) eingebettet. DABCO enthält Antibleichmittel, Stabilisatoren und 
Signalverstärker. Sollten auch die Zellkerne der Zellen angefärbt werden, wurde dem 
Mowiol/DABCO-Gemisch noch 1 µl einer 1 µg/ml DAPI-Lösung in DMSO zugesetzt. Die 
auf den Objektträgern fixierten Deckgläschen wurden bei 4°C oder -20°C im Dunkeln 
gelagert.  
 
3.2.4.6 Chrom51 –Freisetzungs-Versuche 
In immunologischen Experimenten werden häufig Versuche zur toxischen Wirkung von 
Zellen auf andere Zellen durchgeführt. In diesem Zusammenhang werden die zytotoxischen 
Zellen, häufig T-Zellen, als Effektorzellen bezeichnet, die in der Koinkubation Zielzellen 
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absterben lassen. Hier wurden die zytotoxische Wirkung des FasL untersucht. Jurkat-Zellen 
wurden für 1 Stunde mit 100 µCi Na2[51Cr]O4 (Amersham-Buchler, Braunschweig, Germany) 
radiomarkiert und dann dreimal gewaschen. 1x104 Zellen wurden für jeden Ansazt verwendet 
und mit einem 15 fachen Überschuss an FasL-exprimierenden KFL-9 Zellen für 20 Stunden 
koinkubiert Jede experimentelle Bedingung wurde in Triplikaten angesetzt. Die Freisetztung 
des Chromium wurde durch Messung im Szintillationszähler ermittelt. Ermittelt. Der 
P7rozentsatz an spezifischer Lyse wurde mittels der Formel 100x (cpm Versuchsansätze  - 
cpm spontane Freisetzung) / (cpm maximale Freisetzung – cpm spontane Freisetzung). (cpm 
= counts per minute) Die spontane Freiseztung in markierten Zellen ohne Koinkubation war 
gewöhnlich kleiner als 10% der maximalen Freisetzung, die durch vollständige Lyse der 
markierten Zellen mit Detergenz ermittelt worden war. 
 
3.2.4.7 ELISA 
Vor der analytischen, quantitativen FasL Detektion wurde konditioniertes Medium einer 
Ultrazentrifugation unterworfen (100000 x g für 2 Stunden). Zellpellets wurden in Triton -
basierendem ADAM10- oder RIPA- Lysispuffer lysiert. Da der Lysispuffer die Antigen-
Epitop-Bindung etwas reduzierte (<10%), wurde der FasL-Standard für die Analyse der 
Zellpellets ebenfalls Tritonpuffer in entsprechendem Anteil zugesetzt, während der FasL-
Standard für die Analyse der Überstände in Medium verdünnt wurde. Das FasL ELISA Kit 
(R&D Systems, Minneapolis, MN) wurde entsprechend den Angaben des Herstellers 
verwendet. Eine 96-well Platte (Microlon; Greiner, Frickenhausen, Germany) wurde über 
Nacht mit 360 µg/ml Maus anti-FasL Antikörper beschichtet. Der in einer ELISA-Platte 
fixierte sog. „Capturing“-Antikörper, fängt löslichen hFasL aus Zellkultur-Überstand oder 
Zelllysat heraus, der dann durch einen zweiten, biotinylierten Detektions-Antikörper 
nachgewiesen werden kann. Der Nachweis erfolgt dabei über die Aktivität einer Streptavidin-
gekoppelten Meerrettich-Peroxidase, die an den Detektions-Antikörper bindet.  
Am nächsten Tag nach dreimaligem Waschen mit PBS-T für eine Stunde mit 1% BSA in PBS 
blockiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS-T wurden die verschiedenen Proben 
sowie der FasL-Standard zugegeben und die Platte bei Raumtemperatur für 2 Stunden 
inkubiert. Der gebundene FasL wurde detektiert, indem biotinylierter anti-FasL  Antikörper (9 
µg/ml in PBS mit 1% BSA) für 1-2 Stunden und nachfolgend nach weiteren Waschschritten 
100 mU/ml Streptavidin-Peroxidase Konjugat (Roche) in PBS-T mit 1% BSA für 20 min 
zugegeben wurde. Die chromogene Reaktion wurde durch Mischen mit 2N H2SO4 gestoppt 
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und die optische Dichte bei  450 nm, korrigiert mit der Absorbtion bei 540 nm, wurde 
gemessen. 
Die Produktion von löslichem FasL in Gegenwart oder Abwesenheit von verschiedenen 
Inhibitoren wurden die PHA-Blast-Zellen einmal mit PBS gewaschen und für eine Stunde mit 
den Inhibitoren in der angegebenen Konzentration inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen 
mit  5 µg/ml of ConA restimuliert und die lFasL-Menge, die über zwölf Stunden gbildet 
wurde, mittels ELISA gmessen. 
 
3.2.4.8 Messung des Aktivierungs-induzierten Zelltods 
CD4+ T-Zellen (Klon12603, AG Janssen; CAU Kiel) wurden mit Metalloprotease-Inhibitoren 
oder dem Lösungsmittel DMSO behandelt. Nach Vorinkubation von 30 Minuten wurden die 
Zellen 18 Stunden mit Staphylokokken Enterotoxin A (0,5 ng/ml) oder ohne Zusätze 
inkubiert. Nachfolgend wurde der Anteil toter Zellen mittels Propidiumjodid-Färbung 
bestimmt. Zur Korrelation des Aktivierungs-induzierten Zelltods mir der FasL-
Oberflächenexpression wurde diese durchflusszytometrisch mit dem Antikörper NOK-1 
bestimmt. 
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4 Ergebnisse 
 
4.1  Analysen zum Fas Ligand-Shedding 
 
Der humane Fas Ligand (hFasL) ist ein Typ II-Transmembranprotein und besteht aus 281 
Aminosäureresten. Im Immunoblot nach SDS-Gelelektrophorese ist es bei einer Größe von 40 
kDa durch verschiedene Antikörper nachweisbar. Dabei wird häufig eine Doppelbande 
detektiert, die auf eine differenzierte Glykosylierung zurückzuführen sein könnte (Schneider 
et al.,1997; Tanaka et al., 1995). Der Volllängen-Fas Ligand (VL-FasL, VL) wird durch die 
Aktivität einer Metalloprotease (MP) prozessiert. Dieses Shedding-Ereignis resultiert in der 
Generierung einer etwa 25 kDa großen löslichen Form (lFasL). Die korrespondierenden N-
terminalen Spaltfragmente (NTFs), die mit der Membran verbunden bleiben, haben ein 
Molekulargewicht von etwa 15 kDa.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In Abb. 7 sind schematisiert sowohl das Shedding des hFasL als auch die Bindungsstellen der 
in dieser Arbeit verwendeten Antikörper dargestellt. Des Weiteren sind bedeutende 
Aminosäurereste gezeigt, die entweder mit der apoptotischen Aktivität oder dem Shedding 
des hFasL im Zusammenhang stehen: Eine Mutation der Aminosäurereste Phenylalanin275 zu 
Leucin und Prolin206 zu Tyrosin führen zu einer starken Verminderung der Fas-Rezeptor-
Abb. 7: Schematische Darstellung des 
humanen FasL 
FasL ist ein Typ II Transmembranprotein mit 
einer Größe von 40 kDa. Durch die Aktivität einer 
Metalloprotease (MP) im Bereich der 
Aminosäurereste 111-131 (dargstellt durch den 
grauen Kasten) wird ein ca. 25 kDa großes 
lösliches Fragment abgespalten (lFasL). Dieser 
lFasL kann durch den Antikörper G-247-4 
detektiert werden. Der Antikörper Ab3 
wurdedurch Immunisierung gegen eine 
Peptidsequenz der intrazellulären hFasL-Domäne 
generiert und kann daher sowohl das 
Volllängenprotein (VL) als auch N-terminale 
Spaltfragmente erkennen. Phenylalanin275 und 
Prolin206 sind kritisch für die Bindung des hFasL 
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Bindung (Hahne et al., 1995, Schneider et al.,1997). Auf diese Weise mutierte Moleküle 
zeigen keine apoptotische Aktivität. Tanaka et al. beschrieben 1998 eine humane FasL-
Mutante, die eine Deletion der Aminosäurereste 111 bis 131 aufweist. Diese Mutante ist nicht 
mehr durch Metalloproteasen spaltbar, wie durch fehlende Immunpräzipitation von löslichen 
hFasL aus dem Überstand von Mauszellen (1A12) gezeigt wurde. Im Verlauf der Arbeit 
wurden diese und weitere Mutanten generiert und in Bezug auf ihr Shedding-Verhalten 
analysiert.  
 
 
4.1.1 Verifizierung und Testung der verwendeten Antikörper 
 
Der Antikörper Ab3 wurde in weiten Teilen dieser Arbeit verwendet und detektiert 
membrangebundene Volllängen-FasL (VL) und N-terminale Spaltfragmente (NTFs). Des 
Weiteren wurde Antikörper G247-4 zur Detektion des extrazellulären löslichen 
Spaltfragments eingesetzt (lFasL). Mit diesem Antikörper sollte im Verlauf der Arbeit der 
Volllängen-FasL und der lösliche FasL nachgewiesen werden. Der Antikörper NOK-1 wurde 
für FACS (fluorescence activated cell sorting)-Analysen zur Oberflächenexpression des FasL 
verwendet und erkennt ebenfalls die Ektodomäne des hFasL. Weiterhin wurde neben den 
erwähnten Antikörpern ein ELISA-System benutzt (Enzyme-linked Immunosorbant assay), 
das auf der Verwendung eines Antikörperpaares beruht, das gegen die extrazelluläre Domäne 
des hFasL gerichtet ist. Abb. 8 zeigt die durch die Verwendung der beiden hFasL-
spezifischen Antikörper Ab3 und G247-4 im Immunoblot detektierbare Signale. Nach 
Expression der hFasL cDNA in embryonalen humanen 293T Nierenepithelzellen und 
anschließender Separierung der hergestellten Zelllysate mittels SDS-Gelelektrophorese ist das 
Volllängenprotein wie erwartet bei einer Größe von etwa 40-42  kDa im Immunoblot 
detektierbar. Dabei wird, wie sowohl in Abb. 8a und Abb. 8b erkennbar, die erwartete 
Doppelbande durch beide Antikörper detektiert. Der Antikörper Ab3 wurde gegen ein Peptid 
generiert, das dem N-Terminus des hFasL entspricht. Im gezeigten Immunoblot erkennt Ab3 
durch die Bindung an den N-Terminus des hFasL 4 N-terminale Spaltfragmente, die bei etwa 
15-18 kDa detektierbar sind.  Beide Antikörper erkennen darüber hinaus noch eine weitere 
Bande. Diese tritt bei der Verwendung von Ab3 bei etwa 25 kDa auf, G247-4 detektiert eine 
zusätzliche Bande bei etwa 28 kDa. Die Identität dieser Banden ist unklar. 
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Durch die Verwendung eines ELISA-System, das die extrazelluläre Domäne des hFasL 
erkennen kann, wird sowohl Zellpellet-assoziierter FasL (ZP-FasL) nach Lyse mit 1%igem 
TritonX-100 Lysepuffer als auch löslicher FasL im konditioniertem Medium detektiert. Dies 
ist in Abb. 8c zu erkennen. Sowohl im ELISA als auch bei der Verwendung der beiden 
Antikörper G247-4 und Ab3 ist nur ein sehr geringes Hintergrundsignal gegeben, was die 
hohe Spezifität der verwendeten Antikörper widerspiegelt.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 8: Prozessierung des hFasL in embryonalen humanen Nierenepithelzellen 293T-
Zellen) 
Die cDNA des humanen FasL wurde in 293T-Zellen (humanen Zellen des Nierenepithels mit embryonalem 
Ursprung) transfiziert. 6 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium gewechselt und die Zellen wurden 
für weitere 18 Stunden inkubiert. Nach der Ernte wurde das Zelllysat von transfizierten oder untransfizierten 
Zellen in einer SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidgel Gelelektrophorese) mittels eines 15%igen Gels aufgetrennt. 
Nach Übertrag der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran im Westernblot-Verfahren wurde der hFasL mit 
spezifischen Antikörpern detektiert. Dazu wurde in (a) der gegen ein N-terminales Epitop gerichtete Antikörper 
Ab3, in (b) der gegen die extrazelluläre Domäne generierte Antikörper G247-4 verwendet. (c) Die hFasL-Menge 
der Zelllysate und Überstände transfizierter und untransfizierter Zellen wurde mittels hFasL-spezifischem 
ELISA bestimmt. 
 
Auffällig ist, dass ein großer Teil der Gesamtmenge des detektierten FasL im konditionierten 
Medium (KM) zu finden ist. Diese Beobachtung ist in Übereinstimmung mit den 
Immunoblot-Signalen, die durch die Verwendung des Ab3 entstehen: Die mutmaßlichen N-
terminalen Spaltfragmente bei 15 bis 18 kDa sind weitaus stärker detektierbar als Volllängen-
a b c 
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hFasL. Dies deutet auf eine sehr effiziente Abspaltung des FasL von der Zelloberfläche in 
293T-Zellen hin. Es könnte zusätzlich auch eine relativ lange Halbwertszeit der N-terminalen 
Fragmente gegeben sein.  
 
 
4.1.2 Prozessierung des humanen Fas Ligand in humanen und murinen 
Zellen 
 
Bisherige Untersuchungen zum FasL-Shedding beschreiben eine etwas unterschiedliche Art 
der Prozessierung des humanen FasL in humanen im Vergleich zu murinen Zellen: Tanaka et 
al. identifizierten 1998 durch Edmann-Sequenzierung des löslichen hFasL nach Expression in 
murinen 1A12-Zellen (FasL-Transformanten von WR19L) die Spaltstelle zwischen den 
Aminosäuren Lysin129 und Glutamin130. Schneider et al. exprimierten 1998 hFasL in humanen 
293T- Zellen und fanden durch massenspektrometrische Analyse diese Spaltstelle zwischen 
Serin126-Leucin127. Entsprechende Mutanten dieser putativen Spaltstellen führten in diesen 
Untersuchungen zu einem Verlust der Spaltfähigkeit des FasL. Diese voneinander 
abweichende Befunde könnten unter anderem auf eine unterschiedliche Identität der 
jeweiligen Protease hindeuten. Aber auch eine lediglich leicht unterschiedliche Spezifität der 
jeweiligen Protease gegenüber dem hFasL könnte gegeben sein.  
Da in dieser Studie die Prozessierung des hFasL sowohl in humanen als auch murinen Zellen 
untersucht wurde, sollte zunächst das FasL-Shedding in beiden Systemen verglichen werden. 
Dafür wurde als erstes ein unspaltbares FasL-Protein konstruiert, das eine weitreichende 
Deletion der Aminosäurereste 111-131 aufweist (Tanaka et al., 1998). Diese Mutante wurde 
mit dem Wildtypprotein in Bezug auf sein Shedding-Muster in Mausfibroblasten und 
humanen 293T-Nierenepithelzellen mittels ELISA und Immunoblot verglichen.  
Diese, wie auch die nachfolgend beschriebenen Mutanten des hFasL, wurde mittels PCR-
basierender Mutagenese hergestellt. In dieser Methode werden 2 revers-komplementäre, etwa 
40bp lange Primer benutzt, die in etwa ihrer Mitte die entsprechende Mutation aufweisen. 
Nach zwei PCR-Reaktionen mit entsprechenden Vektor-Primern werden die beiden 
enstandenen Fragmente in einer weiteren PCR-Reaktion fusioniert. Dabei dienen die 
Fragmente gleichzeitig als Primer (siehe Material und Methoden).  
Die quantitative Analyse der Menge an löslichem FasL, die über einen Zeitraum von 3 
Stunden im Verhältnis zu membrangebundenem FasL gebildet wird, ist in Abb.9 dargestellt. 
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Sowohl in Maus- als auch in humanen Zellen ist durch die Deletion ein Shedding nicht mehr 
möglich. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nachfolgend wurden die beiden in der Literatur beschriebenen hFasL-Spaltungsmutanten D5 
(delta 128-131; Tanaka et al., 1998) bzw. S126E/L127E (Schneider et al., 1998) mittels 
Fusions-PCR mit entsprechenden Primern hergestellt. Die erhaltenen Konstrukte wurden 
wiederum in Mausfibroblasten und Nierenepithelzellen exprimiert und Überstände sowie 
Zelllysate wie oben beschrieben analysiert. Wie in Abb. 10 zu erkennen, hatte die Deletion 
der Aminosäuren 128-131 weder in murinen noch in humanen Zellen einen signifikanten 
Einfluß auf die Shedding-Rate. Die Mutation von Serin126 und Leu127 zu Glutamat-Resten 
(S126E/L127E) führte hingegen in beiden Zelltypen zu einer Reduktion der lFasL-Menge 
gegenüber der ZP-FasL-Menge. Dabei fiel allerdings in den murinen Zellen dieser Effekt mit 
einem Rückgang von 70% stärker aus als in den 293T-Zellen. Hier war lediglich ein 
Rückgang um etwa 40% zu verzeichnen.  
 
 
 
 
Abb. 9: hFasL wird in menschlichen und 
murinen Zellen zwischen den Aminosäuren 
110 und 132 geschnitten. 
Die unspaltbare hFasL-Mutante trägt eine Deletion der 
Aminosäuren 111 bis 131; dieser Bereich umfasst vorher 
beschriebene Spaltstellen. Diese Mutante sowie Wildtyp-
FasL wurden in 293T-Zellen und murinen Fibroblasten 
transfiziert. Die FasL-Menge im konditionierten Medium 
(KM) und die Menge an Zell-Pellet assoziertem FasL im 
jeweiligen Ansatz wurden mittels ELISA gemessen. Um 
unterschiedliche Transfektionseffizienzen normalisieren zu 
können, wurden jeweils die FasL-Sheddingrate als Verhältnis aus lFasL zu ZP-FasL ausgedrückt. Die 
Akkumulation an löslichem FasL im KM über einen Zeitraum von 3 Stunden wurde untersucht. In beiden 
Zelltypen ist die lFasL-Freisetzung im Falle der Mutante deutlich herabgesetzt. Es sind die Durchschnittswerte und 
Standardabweichungen aus drei voneinander unabhängigen Experimenten gezeigt.  
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Diese Befunde weisen darauf hin, dass die endogene Spaltstelle des FasL, wie von Schneider 
et al. 1998 beschrieben, zwischen den Aminosäure Serin126 und Leucin127 liegen könnte. 
 
Abb. 10: Vergleich der Prozessierung von hFasL Spaltungs-Mutanten in humanen und 
murinen Zellen. 
Die beiden hFasL Mutanten tragen eine Substitution der Aminosaüren Serin126 und Lysin127 durch Glycin bzw. 
eine Deletion der Aminosären 128-131. (a) Lysate der transfizierten Zellen wurden mittels Westerblot-Analyse 
untersucht. Der Nachweis des hFasL erfolgte mit dem Antikörper Ab3, der gegen den N-Terminus des hFasL 
gerichtet ist. Dadurch wurden sowohl das Volllängenprotein (VL) als auch die N-terminalen Spaltfragmente 
detektiert. Es zeigte sich, dass beide Spaltungsmutanten ein abgeschwächtes Signal für das N- terminale 
Spaltfragment 1 (NTF1) geben. (b) Das Verhältnis von löslichem zu Zellpellet-assoziiertem hFasL wurde mittels 
ELISA-Analyse bestimmt. Beide Mutanten zeigten, in Übereinstimmung mit der Immunoblot-Analyse, eine 
ähnliche Reduktion der Shedding-Rate, wobei diese Beobachtung zumindest qualitativ unabhängig von den 
untersuchten Zelltypen ist.   
a 
b 
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Insbesondere zeigen diese Analysen, dass kein qualtitativer Unterschied in der Art der 
Prozessierung zwischen den verwendeten humanen und murinen Zellen zu erkennen ist: 
Analog zu einer Reduktion des lFasL kann in der S126E/L127E Mutante in beiden Zelltypen 
auch eine Verminderung des größten N-terminalen Fragments detektiert werden. Aufgrund 
dieser Korrelation könnte dieses NTF1 dem nach Abspaltung der Ektodomäne in der 
Membran verbleibenden Spaltfragment entsprechen. Daraus folgt, dass ein abgeschwächtes 
Signal für das NTF1 mit einer Reduktion von löslichem FasL korreliert.   
 
 
4.1.3 Untersuchungen zur Identifizierung der Fas Ligand prozessierenden 
Protease  
 
Seit 1995 ist bekannt, dass der FasL von der Oberfläche von FasL exprimierenden Zellen 
abgespalten wird und in löslicher Form auch im menschlichen Serum vorliegt (Tanaka 1995, 
Tanaka et al., 1996). Obwohl erhöhte Werte von lFasL mit Krankheiten wie Rheumatoider 
Arthritis, verschiedenen Krebs-Formen und immunologischen Leiden assoziiert sind (Mountz 
et al., 1996, Suzuki et al., 1998; Jannssen et al., 2003, Ghio et al., 2000), ist die Identität der 
FasL-Sheddase nicht bekannt (Itai, 2001).  
 
 
4.1.3.1 Pharmakologische und biochemische Hinweise auf eine Rolle von ADAM10 im 
Fas Ligand-Shedding 
 
Um die FasL-prozessierende Protease zu charakterisieren, wurde zunächst die lFasL-
Freisetzung aus hFasL-transfizierten 293T-Zellen in Gegenwart von verschiedenen Protease-
Inhibitoren analysiert. Dazu wurde die Menge an löslichem FasL im konditioniertem Medium 
der Zellen mittels ELISA quantifiziert. Um auszuschließen, dass eventuell FasL-enthaltene 
Exosomen detektiert werden (Taylor et al., 2005; Martinez-Lorenzo et al., 1999), wurde der 
Überstand zuvor einer Ultrazentrifugation unterworfen. Wie in Abb. 11a zu erkennen ist, 
haben die Substanzen PepstatinA (Aspartat-Protease-Inhibitor) und AEBSF (Serin-Protease-
Inhibitor) keinen signifikanten Einfluß auf die Menge des abgespaltenen FasL. Diese wird 
dagegen von den Breitband MP-Inhibitoren GM6001 und TAPI deutlich vermindert. 
Weiterhin wurden die zwei kürzlich beschriebenen spezifischeren, Hydroxamat-basierenden 
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MP-Inhibitoren GW280264X und GI254023X verwendet (Ludwig et al., 2005). Diese beiden 
Substanzen unterscheiden sich in ihrer Fähigkeit, die beiden Disintegrin-Metalloproteasen 
ADAM10 und ADAM17 zu inhibieren: Während GW280264X auf beide Proteasen gleich 
stark wirkt, inhibiert GI254023X ADAM10 mit einer mehr als 100fach höheren Affinität als 
ADAM17 und wirkt daher relativ spezifisch auf ADAM10. Beide Inhibitoren verringern das 
FasL-Shedding stark. Durch die deutliche Inhibition des FasL-Sheddings bei Inkubation mit 
dem ADAM10-spezifischen Inhibitor GI254023X wurde ein erster Hinweis gewonnen, dass 
ADAM10 an der Freisetzung von lFasL beteiligt sein könnte.  
 
 
  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Abb. 11: Behandlung von hFasL transfizierten 293T-Zellen mit verschiedenen Protease-
Inhibitoren 
293T-Zellen wurden mit hFasL transfiziert. 6 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium gewechselt und 
DMSO oder verschiedene Protease-Inhibitoren in folgenden Konzentrationen zugesetzt: PepstatinA (1 µM), 
AEBSF (100 µM), TAPI (50 µM), GM 6001 (10 µM), GW280264 (5µM), GI254023 (5µM). Nach weiteren 12h 
wurden die Prozessierung des hFasL mittels ELISA (a) und Immunoblot (b) analysiert. Überstände wurden vor 
ELISA-Analyse ultrazentrifugiert.   
 
 
Zuätzlich wurden die entsprechenden Zellysate mittels Immunoblot analysiert (Abb. 11b). 
Dabei kann eine ähnliche Transfektionsrate aufgrund eines vergleichbaren Signals für den 
Volllängen-FasL festgestellt werden, so dass die absoluten FasL-Mengen im Überstand, die 
durch ELISA-Analyse ermittelt worden waren, untereinander vergleichbar sind.  
a b 
Ergebnisse 
  53 
Im Bereich von etwa 15-18 kDa findet man ein Ineinanderlaufen der Signale für die 4NTFs, 
die in der Abb. 8 deutlich zu erkennen sind. Eine solch unscharfe Auftrennung der vier NTFs 
wurde im Laufe dieser Arbeit häufig beobachtet. Durch die Verwendung unterschiedlicher 
Gelsysteme konnte hier keine Verbesserung erzielt werden. Ebenso war eine Behandlung der 
Zelllysate mit Alkalischer Phosphatase zur Entfernung möglicher Phoshatreste am 
zytoplasmatischen Teil des hFasL nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt).   
In Übereinstimmung mit den Ergebnissen aus der ELISA-Analyse konnte trotz der unscharfen 
Auftrennung der N-terminalen Spaltfragmente eine deutliche Korrelation zwischen 
Generierung von lFasL und der Signalstärke der NTFs festgestellt werden. In den Ansätzen 
mit MP-Inhibitoren fehlen N-terminale Fragmente, die in den DMSO-Kontroll- sowie den 
PepstatinA und AEBSF Ansätzen deutlich bei der Größe des zu erwartendem 
Molekulargewichts zu erkennen sind.  
Diese Befunde deuten wiederum auf eine Bedeutung von ADAM10 bei der Prozessierung der 
FasL Ektodomäne hin 
Die nähere Betrachtung des Bandenmusters der NTFs zeigt hier ein Ineinanderlaufen der 
Banden. Dennoch wird, besonders in der Spur GM6001, deutlich, dass das größte 
Spaltfragment bei einer Größe von etwa 18 kDa am ehesten mit einer Reduktion des lFasL im 
Überstand der Zellen korrellierbar ist. Es wird daher in den folgenden Analysen in erster 
Linie betrachtet und als NTF1 bezeichnet.   
Itai et al. beschrieben 2001, dass die Koexpression von hFasL mit einer dominant-negativen 
ADAM17-Mutante (dnADAM17), deren Metalloprotease-Domäne deletiert worden ist, in 
293T-Zellen zu einer verminderten hFasL-Freisetzung führe, obwohl hier für den hFasL, 
anders als für hTNF-α, keine Interaktion mit ADAM17 nachgewiesen werden konnte.  
Zur Überprüfung dieses Befundes sowie weiteren Eingrenzung der FasL-abspaltenden 
Protease wurde der hFasL zusammen mit den hergestellten, C-terminal mit einem myc-Tag 
fusionierten dominant-negativen Mutanten von ADAM10 und ADAM17 (ADAM10dn-myc 
und ADAM17dn-myc) in 293T-Zellen koexprimiert. Die Freisetzungsrate von lFasL wurde 
mittels ELISA (Abb. 12a), die korrespondierend NTFs im Immunoblot (Abb. 12b) analysiert. 
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Abb. 12: Die Kotransfektion von humanem Fas Ligand mit einer dominant-negativen 
Mutante von ADAM10 reduziert dessen Shedding-Rate 
293T-Zellen wurden mit dem hFasL und einer inaktiven Mutante von ADAM10 und ADAM17 transfiziert. 
Diese Mutanten besitzen eine Deletion der Prodomäne und der katalytischen Domäne. (a) Mittels ELISA-
Analyse wurde eine deutliche Reduktion der Shedding-Rate des hFasL durch Kotransfektion mit dominant 
negativem (dn) ADAM10 ermittelt, wohingegen dnADAM17 hier keinen deutlichen Effekt zeigte. (b) Die 
korrespondierenden Zellysate wurden mittels Immunoblot mit dem Antikörper Ab3 analysiert. Eine Reduktion 
des NTF1 ist bei Koexpression von hFasL mit dnADAM10 zu beobachten, wohingegen inaktives ADAM17 
keine Auswirkung zeigte.   
 
Durch die Koexpression von ADAM10dn-myc konnte sowohl eine Reduktion des NTF1 als 
auch eine verminderte FasL-Freisetzungsrate erreicht werden. Durch die Koexpression von 
hFasL mit ADAM17dn-myc hingegen konnte hier keine signifikante Reduktion erreicht 
werden, obwohl die Expression von ADAM17dn gegenüber ADAM10dn stärker war. Dieser 
Befund ist als weiterer Hinweis auf die  mögliche Rolle von ADAM10 in der FasL-
Prozessierung anzusehen. 
Die Möglichkeit der FasL-Prozessierung durch ADAM10 wurde des Weiteren in einem zell-
freien System analysiert (Abb. 13). Durch einen solchen Versuch kann man vor allem die 
theoretische Möglichkeit minimieren, dass die pharmakologische Inhibition von ADAM10 
oder die Koexpression von ADAM10dn auf indirekte Weise die FasL-Freisetzung vermindert.   
In dem in vitro Spaltungsversuch wurden rekombinantes ADAM10 oder ADAM17 mit 
rekombinantem humanen FasL für 5 und 14 Stunden koinkubiert. Das rekombinante FasL-
Protein umfasst die gesamte Ektodomäne des humanen Fas-Liganden (Aminosäuren 103-
281), welche über ein 10 Aminosäuren langes Linker-Peptid an einen Flag-Tag fusioniert 
a b 
293-Zellen 
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vorliegt. Ebenso umfassen die rekombinanten Proteasen die jeweilige Ektodomäne der 
maturen Form, fusioniert an einen 10x Histidin-Tag. Sowohl das Volllängenprotein des 
rekombinanten hFasL als auch Spaltfragmente konnten aufgrund des N-terminalen Flag-Tags 
nachgewiesen werden. Die beiden Proteasen wurden über die Detektion ihres N-terminalen 
Histidin-Tags mit anti-Histidin Antikörpern nachgewiesen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Inkubation von rekombinantem hFasL mit ADAM17 führte zu keiner signifikanten 
Prozessierung. Dagegen konnten nach Koinkubation mit ADAM10 nach 5 Stunden ein, und 
nach insgesamt 17 Stunden zwei Spaltfragmente detektiert werden. Diese Beobachtung legt 
nahe, daß der FasL spezifisch mit ADAM10 interagieren kann, und dass eine daraus 
resultierende Prozessierung an mindestens zwei unterschiedlichen Spaltstellen stattfinden 
könnte. Dies ist in klarer Übereinstimmung mit den bisherigen Zellkultur-basierten 
Ergebnissen zu sehen. 
 
 
 
 
 
Abb. 13: Rekombinanter hFasL wird in vitro
durch rekombinantes hADAM10 gespalten 
Rekombinanter hFasL wurde mit rekombinantem 
humanem ADAM10 (rek. hAD10) oder ADAM17 (rek  
hAD17) in Reaktionspuffer inkubiert. Vor dem 
Reaktionsstart wurde eine Kontrollprobe mit intaktem 
hFasL genommen. Nach 5 und 14 Stunden wurden 
weitere Aliquots genommen, ebenso mit Laemmlipuffer 
versetzt und alle Proben einer SDS-PAGE (15%) 
unterzogen. Im Immunoblot wurden rekombinantes 
ADAM10 und rekombinantes ADAM17 mit einem anti 
His-Antikörper und Flag-markierter rekombinanter 
hFasL mit einem anti Flag-Antikörper detektiert. Man 
erkennt, dass rek. ADAM10, nicht aber rek. ADAM17 
unter den gegebenen Pufferbedingungen den rek. FasL 
prozessieren kann. 
NTFs = N-terminale Spaltfragmente von hFasL; VL = 
Volllängen-FasL; rek. = rekombinant  
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4.1.3.2 Genetische Identifizierung von ADAM10 als prinzipielle FasL-Sheddase 
 
Um die Rolle der ADAMs im MP-vermittelten FasL-Shedding genauer analysieren zu 
können, wurden verschiedene Zelllinien embryonaler Mausfibroblasten (MEFs) verwendet, 
die für eine definierte ADAM-Protease defizient sind (Maretzky et al., 2005). Diese Analyse 
ist besonders in Anbetracht der hohen Redundanz innerhalb des ADAM-Systems von 
Bedeutung, aufgrund der eine Reihe von ADAM-Substraten durch mehrere ADAMs 
geschnitten werden können. Hier sollte so untersucht werden, ob der hFasL eventuell auch in 
geringerem Ausmaß von einer anderen Protease prozessiert werden könnte.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 14: Reduktion von löslichem FasL im konditionierten Medium von ADAM10-/- 
Maus-Fibroblasten 
hFasL wurde in verschiedene Maus-Fibroblasten Zelllinien transfiziert, die für jeweils eine distinkte ADAM-
Metalloprotease defizient sind. Nach 6 Stunden wurde das Medium gewechselt und nach weiteren 12 Stunden 
das konditionierte Medium sowie die Zell-Pellets analysiert. Für die ELISA-Messung wurde die lFasL-Bildung 
über 12 Stunden gemessen 
(a) Daten aus drei voneinander unabhängigen Experimeneten wurden zur Berechnung der 
Standardabweichungen herangezogen. (b) Die Bildung von lFasL im KM untransfizierter MEFs sowie 
transfizierter Wildtyp- und ADAM10-defizienter Mausfibroblasten wurde mittels Immunoblot analysiert. Trotz 
vergleichbarer FasL-Expression, erkennbar am Signal für Volllängen-FasL (VL), konnte lFasL nur im KM von 
FasL-transfizierten Wildtyp-Zellen mittels des Antikörpers G-247-4, der gegen ein extrazelluläres Epitop 
gerichtet ist, nachgewiesen werden (oberes Panel). Die Expression von ADAM10 und Lade-Kontrolle sind in 
den unteren beiden Panels gezeigt.   
 
Die ADAM-defizienten Zellen wurden mit hFasL transfiziert und die Menge an löslichem 
FasL im Verhältnis zu ZP-FasL nach 12 Stunden bestimmt. Während, wie in Abb. 14a 
ersichtlich, in den ADAM17-, ADAM9-, und ADAM15-defizienten Zellen die Freisetzung 
a b 
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von löslichem FasL nicht beeinträchtigt, sondern eventuell sogar heraufreguliert war, konnte 
im Überstand von ADAM10-defizienten Zellen so gut wie kein löslicher FasL detektiert 
werden. Die reduzierte Shedding-Fähigkeit dieser Zellen von hFasL wurde mittels 
Immunoblot-Analyse für zwei unterschiedliche Zelllinien mit deletiertem ADAM10 bestätigt. 
Nur im konditionierten Medium der Wildtypzellen ist der lösliche lFasL detektierbar, nicht 
aber im Überstand der ADAM10- defizienten Zellen (Abb. 14b). 
Um zu untersuchen, ob eine Retransfektion von ADAM10-cDNA in die ADAM10-
defizienten Zellen zur Wiedererlangung der Fähigkeit zur FasL-Spaltung führt, wurden diese 
Zellen mit einem ADAM10- und zur Kontrolle mit einem ADAM17-cDNA-Konstrukt 
transfiziert. Dies führte für ADAM10 zu einer Wiederherstellung des FasL-Shedding, was 
durch ELISA- (Abb. 15a) und Immunoblot-Analyse (Abb. 15b) festgestellt wurde: Sowohl 
die Menge an löslichem FasL als auch die Generierung von NTFs konnte wieder auf ein mit 
Wildtypzellen vergleichbares Niveau gebracht werden. In den Versuchsansätzen mit 
ADAM17-transfizierten Zellen konnten keine solchen Effekte erkannt werden, was die 
wichtige Rolle von ADAM10 in diesem Zusammenhang verdeutlicht. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 15: Retransfektion von ADAM10 in ADAM10-defiziente MEFs stellt das FasL- 
Shedding wieder her. 
(a) hasL-ransfizierte ADAM10-defiziente MEFs wurden mit ADAM10 oder ADAM17 retransfiziert und mit 
Wildtyp- oder ADAM10-/- MEFs in Bezug auf die lFasL-Freisetzung mittls ELISA verglichen. Daten dreier 
voneinander unabhängiger Experiment sind dargestellt. (b) Entsprechend wurden hFasL transfizierte ADAM10-/- 
MEFs mit ADAM10 oder ADAM17 retransfiziert und die FasL-Freisetzung mit Wildtyp- sowie ADAM10-/--
MEFs verglichen. Die Immunoblots zeigen hFasL, HA-markiertes ADAM10 und ADAM17 und ß-Aktin. 
Lediglich durch die Retransfektion mit ADAM10 konnte das Shedding von hFasL wieder hergestellt werden. 
a b 
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4.1.3.3 Fas Ligand wird auch in endogen FasL-exprimierenden  Zellen durch ADAM10 
proteolytisch prozessiert 
 
Die Prozessierung des hFasL durch ADAM10 wurde bisher durch Experimente gezeigt, in 
denen der hFasL durch Transfektion der entsprechenden cDNA überexprimiert wurde. Da 
solche Versuche prinzipiell, u.a. aufgrund der unnatürlich starken Expression des jeweiligen 
Proteins, anfällig für eine Bildung von Artefakten sein können, wurden nun Zellen verwendet, 
die eine endogene Expression des hFasL zeigen. Es sollte so untersucht werden, ob ADAM10 
auch in diesen Zellen essentiell an der FasL-Prozessierung beteiligt ist.  
Der FasL ist ein wichtiges Effektormolekül von T-Zellen und wird von diesen nach ihrer 
Aktivierung stark exprimiert (Suda et al., 1995). Zusätzlich ist der Phänotyp von FasL-
defizienten Mäusen durch eine Hyperproliferation von T-Zellen charakterisiert, da es 
aufgrund eines Defektes im Fas/FasL vermittelten Aktivierungs-induzierten Zelltod 
(Activation Induced Cell Death, AICD) zu einer Anhäufung von autoimmun reagierenden T-
Zellen kommt.  
Auf Grund der besonderen Bedeutung der FasL-vermittelten Funktion bei der Homöostase 
von zytotoxischen T-Zellen wurde in dieser Arbeit eine Beteiligung von ADAM10 im FasL-
Shedding zunächst in diesem Zelltyp überprüft. 
Hierfür wurden T-Zellen aus Eigenblut mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation 
gewonnen und durch Phytohämagglutinin- (PHA-) induzierte Proliferation PHA-Blasten 
hergestellt. Nach Kultivierung in Gegenwart von  Interleukin-2 für 14 Tage wurden die Zellen 
mit ConcanavalinA, einem Lektin aus der Jackbohne, restimuliert. Die Metalloprotease-
vermittelte Generierung von löslichem FasL über 12 Stunden wurde in Gegenwart 
verschiedener Substanzen mit bekannter inhibitorischer Wirkung auf verschiedene Proteasen 
mittels hFasL-spezifischem ELISA analysiert. Um Unterschiede in der FasL-Expressionsrate 
zu kompensieren, wurde auch hier die Menge an gebildetem löslichen FasL in Bezug zur 
Zellpellet assoziierten FasL-Menge gesetzt.   
Während Ionomycin und Methyl-ß-Cyclodextrin (MCD) nur leicht die Shedding-Rate 
heraufsetzten, führte die Anwendung von Metalloprotease-Inhibitoren zu einer starken 
Reduktion der lFasL-Bildung. Dieser Effekt war auch und sogar besonders deutlich für den 
präferentiellen ADAM10-Inhibitor GI254023 und den ADAM10/ADAM17-Inhibitor 
GW280264 erkennbar (Abb. 16). Dies deutet darauf hin, daß ein Großteil des FasL-Sheddings 
in diesen Zellen ADAM10 vermittelt sein könnte. 
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Abb. 16: ADAM10-Inhibierung führt zu reduzierter Freisetzung von löslichem FasL in 
endogen FasL exprimierenden T-Zellen  
PHA aktivierte periphere mononukleäre Blutzellen (PBMNZ) wurden für eine Stunde in Medium mit DMSO, 
TAPI (50 µM), GI254023 (5 µM), GW280264 (5 µM), Ionomycin (20 ng/ml) und MCD (10 mM) vorinkubiert. 
Die Zellen wurden mit ConcanavalinA (5µg/ml) restimuliert und die lFasL-Produktion über einen Zeitraum von 
12 Stunden mittels ELISA gemessen. Um Unterschiede in der FasL Expression normalisieren zu können, wurde 
die Rate der FasL-Spaltung als Quotient aus löslichem FasL zu Zellpellet-assoziiertem FasL dargestellt. Durch 
die Zugabe von Metalloprotease-Inhibitoren kann eine Verminderung der Shedding-Rate erreicht werden. Der 
vornehmlich auf die ADAM10-Aktivität wirkende Inhibitor GI254023 zeigt dabei einen deutlichen Effekt. 
Standardabweichungen wurden aus Dreifachwerten errechnet.   
 
Der Fas Ligand wird von aktivierten T-Zellen in sogenannten sekretorischen Lysosomen 
gespeichert. D iese enthalten neben FasL auch die zytotoxischen Effektormoleküle Perforin 
und GranzymB. Der Inhalt dieser Organellen wird nach Restimulation durch Fusion der 
Lysosomen mit der Plasmamembran auf die Zelloberfläche gebracht (Bossi und Griffith, 
1999; Blott et al., 2001). Die Restimulation kann in vitro mittels verschiedener Agenzien 
erfolgen. Neben verschiedenen Lektinen können T-Zellen auch durch Endotoxine, spezifisch 
mit Anti CD3 Antikörpern über den T-Zell-Rezeptor oder unter Umgehung des T-Zell-
Rezeptors mittels PMA und Ionomycin stimuliert werden. In den nachfolgenden 
Experimenten zum FasL-Shedding in T-Zellen sollte die Restimulation mit PMA und 
Ionomycin erfolgen. Da dieser Stimulationsweg auch Auswirkungen auf die Prozessierung 
von ADAM10 und/oder dessen Expression haben könnte, wurde zunächst eine 
Expressionskinetik von ADAM10 in T-Zellen unter Stimulation mit PHA und Restimulation 
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mit PMA und Ionomycin aufgenommen. Dabei wurden sowohl das Expressionslevel als auch 
die Maturierung von ADAM10 mittels Immunoblot analysiert. 
Es konnten, wie in Abb. 17 zu erkennen ist, keine signifikanten Unterschiede in der 
ADAM10-Expression durch die beschriebene Behandlung der Zellen festgestellt werden. 
Allenfalls ist möglicherweise eine Hochregulation von ADAM10 4 bis 7 Tage nach der 
Aktivierung gegeben. Dabei muss allerdings bedacht werden, dass sich während dieser Zeit 
die Zusammensetzung der Zellkultur ändert und der Anteil an T-Zellen durch die PHA-
induzierte Proliferation zunimmt. Bedeutsamer ist, dass die ADAM10 Menge sowie das 
Verhältnis von Proform zu maturer Form nicht durch die PMA/IO-Behandlung beeinflusst 
werden, was direkte Auswirkungen auf das FasL-Shedding nach Restimulation mit diesen 
Substanzen haben könnte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eine spezifischere Eingrenzung von ADAM10 als die entscheidende Protease, welche in T-
Zellen endogen exprimierten FasL prozessiert, sollte nun mittels ADAM10 spezifischer 
siRNA erfolgen. Hierzu wurde das stealth RNAi System der Firma Invitrogen verwendet. In 
diesem System werden kurze Oligonukleotide in die Zellen gebracht, wo sie unter 
Ausnutzung der Aktivität des Proteinkomplexes RISK (RNA-induced silencing complex) zur 
Degradation der entsprechenden mRNA führen (Elbashir et al., 2001). Im Falle von T-Zellen 
erfolgte die Transfektion der Oligonukleotide mittels Elektroporation unter Verwendung von 
Transfektionsreagenz der Firma AMAXA. Nicht gezeigt ist die vorausgegangene Austestung 
der verwendeten drei unterschiedlichen Oligonukleotiden HSS100165, HSS100166 und  
HSS100167 (Invitrogen). In diesen Vorversuchen stellte sich heraus, dass eine äquimolare 
Mixtur aus drei unterschiedlichen Oligos die ADAM10-Expression noch weiter verringern 
Abb. 17: ADAM10-Expression in 
aktivierten und restimulierten T-Zellen 
Lysate von unstimulierten, PHA-aktivierten (5 ng/ml) 
sowie mit PMA (10 ng/ml) und Ionomycin (500 
ng/ml) restimulierten T-Lymphozyten wurden mittels 
10%iger SDS-PAGE aufgetrennt und die ADAM10-
Expression mit dem ADAM10-spezifischen 
Antikörpern 42.2 im Immunoblot nachgewiesen. 
Durch die Aktivierung und Restimulation wurde die 
ADAM10-Expression nicht in signifikanter Weise 
beeinflusst.  
P = Proform, M = mature Form 
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kann als die isolierte Verwendung der einzelnen Oligos. So konnte eine signifikante 
Herunterregulation der ADAM-Expression auf Proteinebene erreicht werden (Abb. 18, Inlet).  
Unter Umgehung des T-Zell-Rezeptors wurden die Zellen mit PMA/IO restimuliert. Die so 
ausgelöste Freisetzung des Fas-Liganden durch mit RNAi behandelten Zellen wurde mittels 
ELISA bestimmt. Während nicht-transfizierte Zellen sowie mit einem Kontroll 
Oligonukleotid transfizierte Zellen einen vergleichbaren Anstieg in der lFasL Konzentration 
im konditionierten Medium zeigten, stieg die lFasL-Konzentration im Überstand der mit 
RNAi gegen ADAM10 behandelten Zellen deutlich langsamer. Die Korrelation der 
verminderten FasL-Freisetzung mit der spezifisch herunterregulierten ADAM10-Expression 
spricht sehr stark für die essentielle Rolle von ADAM10 in der FasL-Prozessierung in T-
Zellen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 18: ADAM10 siRNA- Behandlung reduziert die Freisetzung von löslichem FasL in 
primären T-Zellen 
Das Medium von untransfizierten, mock- transfizierten oder ADAM10 siRNA transfizierten primären T-Zellen 
wurde 72 Stunden nach der Transfektion gewechselt. Die Zellen wurden dann mit Ionomycin (500ng/ml) und 
PMA (10ng/ml) stimuliert, die Überstände nach verschiedenen Zeitpunkten geerntet und der lFasL-Gehalt im 
ELISA analysiert. Die ADAM10-Expression wurde mittels Immunoblot analysiert (Inlet). Die erfolgreiche 
Herunterregulation der ADAM10-Expression resultierte in einer verminderten Sezernierung von löslichem FasL 
in den Zellkultur-Überstand.  
 
Die Oberflächenexpression des FasL nach PMA/Ionomycin vermittelter Restimulation 
aktivierter T-Zellen folgt einem biphasischen Muster (Lettau et al., 2004): Ein erstes 
Maximum wird duch Degranulation (d.h. Verschmelzung der granulären Vesikel mit der 
Plasmamembran) erreicht, ein zweites Maximum ist dann aufgrund der FasL- Neusynthese zu 
beobachten. Um den Einfluß einer spezifischen Metalloprotease-Inhibition auf die 
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biphasische FasL-Oberflächenexpression in der klonalen CD4+-Zellinie (Klon 12603, AG 
Jannssen, Immunologie CAU Kiel) zu untersuchen, wurden die Zellen mit den Inhibitoren 
GI254023 und GW280264 vorbehandelt und die FasL Oberflächenexpression zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten nach PMA/IO Restimulation mittels FACS-Analyse bestimmt 
(Abb. 19). Hierbei war zu erkennen, dass eine GI254023-vermittelte spezifische ADAM10-
Inhibition über den gesamten Untersuchungszeitraum die FasL-Oberflächenexpression 
stabilisieren konnte. Die bei den Kontrollansätzen beobachteten beiden Expressionsmaxima 
nach etwa 30 und 120 Minuten wurden aufgrund der inhibierten Shedding-Aktivität 
annäherend ausgeglichen. Es erfolgte hier zu keinem Zeitpunkt eine Abnahme der FasL 
Menge auf der Zelloberfläche. Allenfalls war eine Stagnation zwischen ca. 50 und 90 
Minuten zu erkennen, denn hier erfolgte eine Herunterregulation der FasL 
Oberflächenexpression in den Kontrollansätzen. Über diesen Zeitraum vermochte es der 
Inhibitor GW280264 nicht, die Metalloprotease-vermittelte FasL Freisetzung zu inhibieren, 
ein Effekt dieses Inhibitors wurde erst durch die Stabilisation des zweiten Maximums der 
FasL Oberflächenexpression nach etwa 120 Minuten erkennbar. Diese Befunde deuten klar 
darauf hin, dass ADAM10 die FasL-Oberflächenexpression auch in diesem Zelltyp 
kontrolliert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 19: Biphasische FasL Oberflächenexpression in klonalen T-Zellen ist ADAM10 
abhängig 
Stimulierte klonale T-Zellen (Klon12603) wurden für 30 min. mit den Inhibitoren für ADAM10 (GI254023) und 
ADAM10/17 (GW280264) vorinkubiert. Die FasL-Oberflächenexpression wurde dann durch Behandlung mit 
PMA (10 ng/ml) und Ionomycin (500 ng/ml) induziert und mittels FACS-Analyse mit unbehandelten Zellen 
über einen Zeitraum von 180 min verglichen. Die Detektion des auf der Oberfläche der Zellen exprimierte FasL 
erfolgte mittels Nok-1 Antikörper, der ein extrazelluläres Epitop des hFasL erkennt.   
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Die FasL-Prozessierung nach PMA/IO-Restimulation wurde in Gegenwart des ADAM10-
Inhibitors GI254023 oder dem Lösungsmittel DMSO auch mittels Immunoblot untersucht 
(Abb 20a). Das Volllängenprotein wurde mit dem Antikörper G247-4 detektiert, die NTFs mit 
dem Antikörper Ab3. Durch Restimulation der FasL-exprimierenden Zellen mit PMA und 
Ionomycin fusionieren die sekretorischen Lysosomen mit der Plasmamembran, und der FasL 
wird auf der Zelloberfläche exprimiert, von wo er abgespalten werden kann. 
Dementsprechend kann für die Kontrollansätze, denen kein Metalloprotease-Inhibitor 
zugesetzt wurde, nach 20 Minuten eine Verstärkung von Signalen für 2 N-terminale 
Spaltfragmente gezeigt werden. Nach 40 Minuten besaßen diese Zellen keinen detektierbaren 
Volllängen-FasL mehr. Aufgrund der gleichzeitigen Induktion der FasL-Neusynthese war hier 
nach 60 Minuten wieder Volllängen-FasL nachweisbar, doch auch dieser wurde durch 
Shedding wieder abgebaut, wie aufgrund der Verstärkung der NTF-Signale nach 120 Minuten 
erkennbar ist. Dieser Abbau konnte durch den ADAM10-Inhibitor GI254023 nahezu 
vollständig inhibiert werden. Erst nach 120 Minuten traten in den so behandelten Zellen NTFs 
auf, und die Menge des Volllängen-FasL nahm in Gegenwart von GI254023 über den 
gesamten Beobachtungszeitraum zu.  
Die Überstände der in Abb. 20a untersuchten Zellen wurden mittels ELISA auf ihren lFasL 
Gehalt hin untersucht. Auch hierbei zeigt sich die starke Inhibierung des FasL-Sheddings 
durch GI254023 (Abb. 20b). Zusätzlich wurden auch die FasL-Mengen der Zelllysate mittels 
ELISA gemessen. Hierbei wurde interessanterweise deutlich, dass die Menge an Zellpellet-
assoziiertem-FasL in den Ansätzen mit GI254023 nicht in dem Maße zunimmt, in dem die 
Generierung von lFasL durch Zugabe von GI254023 abnimmt. Lediglich eine schwache 
Zunahme des zellassoziiertem hFasL gegenüber nicht mit Metalloprotease-Inhibitor 
behandelten Ansätzen ist hier messbar.  
Insgesamt liefern diese Experimente deutliche Hinweise, dass hauptsächlich ADAM10 für die 
Freisetzung des lFasL im endogen FasL- exprimierenden System verantwortlich ist. 
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Abb. 20: FasL-Shedding in klonalen T-Zellen ist ADAM10-abhängig 
(a) Aktivierte klonale T-Zellen (Klon 12603) wurden mit PMA und Ionomycin restimuliert und das FasL- 
Shedding durch GI254023-behandelte Zellen mit unbehandelten Zellen (DMSO) verglichen. Das FasL-Shedding 
wurde über einen Zeitraum von 120 min zu 4 verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Zur Detektion der N-
terminalen Fragmente des FasL wurde der Antikörper Ab3 verwendet, das Volllängenprotein wurde mit G247-4 
nachgewiesen. (b) ELISA-Analyse der entsprechenden Überstände zu den im Immunoblot analysierten Zellen 
zeigte eine deutliche Reduktion der Menge an löslichem FasL in GI254023-behandelten Zellen. (c) Die Menge 
an Zell-assoziiertem Fasl wurde ebenfalls mittels ELISA nachgewiesen. 
Standardabweichungen in (b) und (c) wurden aus Triplikaten errechnet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b c 
a 
Ergebnisse 
  65 
4.1.4  Funktionelle Relevanz des ADAM10-vermittelten Fas Ligand-
Sheddings 
 
Nach der biochemischen, pharmakologischen und genetischen Charakterisierung von 
ADAM10 als vornehmlicher FasL-Sheddase sollte nun untersucht werden, in welcher Weise 
sich die ADAM10 vermittelte Prozessierung auf die biologische Aktivität des FasL auswirkt. 
Dabei wurde vor allem die Beeinflussung der zytotoxischen Aktivität des hFasL durch dessen 
Shedding untersucht. 
 
 
4.1.4.1 Regulation der apoptotischen Aktivität von Fas Ligand-exprimierenden KFL-
Tumorzellen durch ADAM10 
 
Der FasL besitzt in seiner membrangebundenen Form eine weit höhere biologische Aktivität 
als der lösliche FasL Eine Stabilisierung der FasL-Expression auf der Oberfläche von FasL 
exprimierenden Zellen führt zu einer verstärkten zytotoxischen Wirkung auf Zellen, die durch 
die Expression des Fas-Rezeptors sensitiv für diesen ligandeninduzierten apoptotischen 
Signalweg sind (Tanaka, et al., 1998).  
Hier sollte nun untersucht werden, ob durch die Inhibierung von ADAM10 durch GI254023 
eine FasL verminderte Abspaltung auch von stabil mit FasL transfizierten K562 Zellen (KFL-
9) erreicht werden kann, und dies dann mit einer verstärkten Zytotoxizität auf Jurkat-
Zielzellen einhergeht. Zunächst wurde, wie in Abb. 21a dargestellt, durch 
durchflusszytometrische Analyse nachgewiesen, dass die Behandlung der KFL-9 Zellen mit 
verschiedenen Metalloprotease-Inhibitoren zu einer deutlichen Verstärkung der FasL 
Oberflächenexpression auf diesen Zellen führt. Auf den Zellen aus dem DMSO-
Kontrollansatz konnte so gut wie kein FasL detektiert werden. Dabei zeigten TAPI und 
GW280264 einen vergleichbar deutlichen Effekt, GI254023 konnte sogar die FasL-
Expression auf der Oberfläche der Zellen noch deutlicher steigern. Den durch FACS-
Analysen ermittelten Daten entsprechen auch ELISA-Analysen der jeweiligen 
Zellkulturüberstände, denn es findet sich hier weniger löslicher FasL im konditionierten 
Medium der mit Metalloprotease Inhibitoren behandelten Zellen (Abb. 21b). Auch hier zeigte 
der präferentielle ADAM10-Inhibitor GI254023 den deutlichsten Effekt. 
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Abb. 21: Erhöhte Zytotoxizität von KFL-9-Zellen durch Stabilisierung der FasL 
Oberflächen-Expression nach Inhibition von ADAM10   
KFL-9-Zellen sind stabil mit FasL transfizierte K-562-Zellen (Erythroleukämie-Zelllinie). (a) Die 
Oberflächenexpression wurde nach einer 2-stündigen Behandlung mit DMSO oder den Inhibitoren TAPI-1, 
GI254023 und GW280264 mittels FACS-Analyse (Antikörper NOK-1) untersucht. (b) Die Freisetzung von 
löslichem FasL in die Überstände der behandelten Zellen wurden mittels ELISA untersucht. Die gezeigten Werte 
stammen aus einem Einzelexperiment, daher sind keine Standardabweichungen angegeben. (c) FasL- 
exprimierende KFL-9 Zellen wurden im Verhältnis 15:1 mit Chromium51- markierten, FasL- sensitiven Jurkat-
Zellen gemischt und in Gegenwart von DMSO oder den Metalloprotease-Inhibitoren TAPI-1, GW280264 und 
GI254023 für 20 Stunden ko-inkubiert. Die durch FasL vermittelte Zytotoxizität wurde durch Freisetzung von 
Chromium aus den markierten Jurkat-Zellen ermittelt. Standardabweichungen wurden aus drei unabhängig 
voneinander durchgeführten Experimenten berechnet.   
 
 
Nachfolgend wurde die Zytotoxizität der KFL-9 Zellen auf  FasL senstive-Jurkat-Zellen in 
Gegenwart verschiedener Metalloprotease-Inhibitoren untersucht. Dazu wurden Jurkat-Zellen 
mit Cr51 markiert, mit KFL-9 Zellen koinkubiert und die jeweilige FasL-vermittelte Lyse 
durch Messung der Menge an freigesetztem Cr51 ermittelt. Wie in Abb.21c dargestellt, führte 
DMSO 
GW GI 
TAPI 
a b 
c 
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eine Zugabe der Metalloprotease-Inhibitoren zu einer deutlichen Steigerung der  
FasL-vermittelten Zelllyse. Der durchschnittlich stärkste Anstieg der Zytotoxizität wurde hier 
bei dem Ansatz, dem GI254023 zugesetzt worden war, erreicht. Dieser Befund korrelliert mit 
der stark erhöhten FasL-Oberflächenexpression auf den KFL-9 Zellen nach GI254023 
Behandlung (Abb 14a). 
 
 
4.1.4.2 ADAM10 vermitteltes FasL-Shedding beeinflusst den Aktivierungs-induzierten 
Zelltod (AICD) von T-Zellen 
 
Die besondere physiologische Relevanz der FasL-Expression durch Zellen des Immunsystems 
ist in der Vermittlung des Aktivierungs-induzierten Zelltods zu sehen. Dieser 
immunregulatorische Prozess kann zellautonom ablaufen, was einem FasL-vermittelten 
Suizid einer aktivierten T-Zelle oder NK-Zelle entspricht. Es sollte untersucht werden, ob 
eine Zugabe von Metalloprotease Inhibitoren zu in vitro AICD-Versuchsansätzen zu  einer 
beschleunigten/verstärkten Induktion des AICD in einer klonalen CD4+ T-Zelllinie (Klon 
12603) führt. Dieser Versuch wurde in enger Zusammenarbeit mit Marcus Lettau (AG 
Jannssen, Immunologie, CAU Kiel) durchgeführt. Die aktivierten Zellen wurden zur AICD-
Induktion für 18 Stunden mit SEA (Staphylococcus Enterotoxin A)  restimuliert und der 
Anteil toter Zellen wurde mittels Propidium-Iodid Aufnahme ermittelt. In der graphischen 
Darstellung der Versuchsergebnisse (Abb. 22) ist zu erkennen, dass hier die Zugabe von 
GI254023 oder GW280264 zur verstärkten FasL-Oberflächenexpression und damit 
korrelierend erhöhten AICD-Induktion führte. Dieses Ergebnis zeigt, dass ADAM10 auch im 
physiologisch besonders relevanten Kontext des AICD eine regulatorische Rolle spielt. 
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4.1.4.3 ADAM10 setzt apoptotisch aktiven hFasL frei  
 
In der Literatur sind widersprüchliche Angaben bezüglich der zytotoxischen Aktivität des 
löslichen hFasL zu finden. Während erste Untersuchungen der sezernierten Form eine 
Apoptose-auslösende Wirkung zuschrieben (Tanaka et al., 1995, Powell et al., 1999), zeigten 
andere Gruppen keine oder antiapoptotische Aktivitäten des löslichen FasL (Tanaka et al., 
1998, Schneider et al., 1998). Die Trimerisierungsdomäne, welche für die Wirksamkeit des 
FasL essentiell ist, wird durch die beschriebenen, weiter membranproximal gelegenen 
potentiellen Spaltstellen des FasL nicht betroffen. Da die lösliche Form des hFasL auch 
tatsächlich trimerisiert (Schneider et al., 1998), ist eine Apoptose-Aktivität der löslichen Form 
des FasL denkbar. Da aber dennoch die Zytotoxizität des löslichen FasL von der Spaltstelle 
und somit eventuell der FasL-prozessierenden Protease abhängig sein könnte (Hohlbaum et 
al., 2000, Vargo-Gogola et al., 2002a), wurde hier die Aktivität des exklusiv durch ADAM10 
prozessierten hFasL untersucht.  
Abb. 22: Verstärkter AICD in T-Zellen durch MP-Inhibitoren vermittelte 
Stabilisierung der FasL Oberflächenexpression  
Aktivierte CD4+ T-Zellen (Klon 12603) wurden zur Induktion des AICD für 18 Stunden mit Superantigen 
behandelt. Die Auswirkung des Zusatzes von DMSO bzw. der Metalloproteaseinhibitoren GI254023 und 
GI254023 auf die FasL-Oberflächenexpression von stimulierten und unstimulierten Zellen wurde 
durchflusszytometrisch bestimmt. (a) Zur FasL-Färbung wurde der Antikörper NOK-1 verwendet. (b) Tote 
Zellen wurden mit Propidium-Iodid (PI) detektiert. 
a b 
 unstimuliert 18 Std. SEA 
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Dazu wurden ADAM10-defizienten Zellen mit hFas alleine oder zusammen mit ADAM10  
transfiziert und die zytotoxische Aktivität der konditionierten Medien verglichen. Hierbei 
wurden FasL-sensitive Jurkatzellen als Zielzellen benutzt und der Anteil an apoptotischen 
Zellen nach einer Inkubationszeit von 6 Stunden mittels AnnexinV-Färbung 
durchflusszytometrisch quantifiziert. 
In Abb. 23 ist das Ergebnis dieses Experiments dargestellt. Es wird durch den Anteil der 
AnnexinV-positiven Jurkatzellen deutlich, dass die Koexpression von hFasL mit ADAM10 in 
ADAM10-/- Zellen die Zytotoxizität des Zellkulturüberstands der MEFs auf ein mit dem 
Überstand von hFasL-transfizierten Wildtyp-MEFs vergleichbares Niveau steigt. Dieser 
Anteil beträgt im gezeigten Experiment 34,3 bzw. 29,0 Prozent. Der Überstand von 
ADAM10-/- Zellen zeigt mit lediglich 4,8 Prozent apoptotischer Jurkatzellen kaum 
zytotoxische Aktivität.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 23: Durch ADAM10 freigesetzter löslicher FasL wirkt apoptotisch auf Jurkat-
Zellen 
hFasL wurde in WT- und ADAM10-/- Maus-Fibroblasten transfiziert. Nach 30 Stunden wurde das konditionierte 
Medium ultrazentrifugiert, 10fach ankonzentriert und für 6 Stunden auf Fas-sensitive Jurkat-Zellen gegeben. Die 
Apoptoserate wurde durch Annexinfärbung und FACS-Analyse ermittelt. Lediglich im konditionierten Medium 
von WT-MEFs konnte deutliche apoptotische Aktivität ermittelt werden. Dagegen war diese Aktivität im 
konditionierten Medium von ADAM10-/- Zellen sehr gering. Die Retransfektion von ADAM10 in ADAM10-/--
MEFs stellte auch die apoptotische Aktivität im konditionierten Medium dieser Zellen wieder her.    
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4.1.5 Regulatorische Aspekte des Fas Ligand-Sheddings durch ADAM10 
 
Durch die bisher beschriebenen Experimente konnte die kritische Rolle von ADAM10 in der 
Prozessierung des FasL für verschiedene Zelltypen klar gezeigt werden. Sowohl in den 
Experimenten, in denen der hFasL überexprimiert wurde, als auch in Versuchen mit Zellen, 
die den FasL endogen exprimieren, wurde ADAM10 als prinzipielle hFasL-Sheddase 
identifiziert. Die Bedeutung für die Regulation der zytotoxischen Aktivität wurde sowohl für 
T-Zellen als auch in einem Tumor-Modell nachgewiesen. Im folgenden Teil dieser Arbeit 
sind Experimente beschrieben, die darüber hinaus zum Verständnis der Regulation des FasL-
Shedding durch ADAM10 beitragen soll. 
 
 
4.1.5.1 Wird der Fas Ligand bei Inhibition des Sheddings endozytiert? 
 
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die Inhibition des FasL-Sheddings durch 
Metalloproteasen zu einer Verminderung der Menge an löslichem FasL im Überstand der 
Zellen führt. Es konnte ebenso gezeigt werden, dass die Metalloprotease-Inhibition eine 
verstärkte Oberflächenexpression des FasL zur Folge hat. Dies wurde, wie unter 4.1.4 
ausgeführt, sowohl für T-Zellen als auch für KFL-9 Zellen deutlich. Interessanterweise jedoch 
ergeben sowohl Immunoblot-Analysen, als auch quantitative ELISA-Analysen eine unklare 
Situation in Bezug auf den Verbleib eines großen Anteils des nicht abgespaltenen FasL nach 
Metalloprotease-Inhibition: Zum Beispiel wird in Abb.20 ersichtlich, dass durch die 
Inhibition der ADAM10-Aktivität aufgrund der Zugabe des Inibitors GI254023 zu der T-Zell 
Kultur die Menge an löslichem FasL im konditionierten Medium stark zurückgeht. Dennoch  
steigt die Menge an Zellpellet-assoziiertem FasL nicht im gleichen Ausmaß an. Es war 
lediglich eine leichte Zunahme an zellassoziiertem FasL nach GI254023-Zugabe im Vergleich 
zu den Ansätzen, denen kein Metalloprotease-Inhibitor zugegeben worden war, zu 
detektieren. Auch in anderen Versuchen wurde anhand der Immunoblot-Analyse mit dem 
Antikörper Ab3 und/oder G247-4 keinerlei Zunahme des Volllängen-FasL nach Inhibition 
deutlich (vergl. z.B. Abb. 11).  
Insgesamt ist unklar, aus welchem Grund keine Akkumulation des zellassoziierten FasL nach 
Metalloprotease-Inhibition festgestellt werden kann. Nguyen et al. untersuchten 2001 die 
Regulation der FasL-Expression durch T-Zellen während des Aktivierungs-induzierten 
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Zelltods. Sie zeigten, dass der FasL in großem Ausmaß von T-Lymphozyten endozytiert 
werden kann. Daher untersuchten wir, ob eine Inhibition der Endozytose bei gleichzeitiger 
Metalloprotease-Inhibition zu einer Zunahme der Menge an zellassoziiertem FasL führt. 
Für dieses Experiment wurde eine dominant-negative Mutante der an der Clathrin-abhängigen 
Endozytose beteiligten GTPase Dynamin-2 verwendet. Der Austausch von Lysin44 zu Alanin 
schaltet die GTPase-Aktivität von Dynamin-2 aus und vermindert so Clathrin-abhängige 
Endozytose (van der Bliek et al., 1993).  
Die Immunoblot- sowie ELISA-Analyse nach Koexpression von Dynamin-2 K44A mit hFasL 
in 293T-Zellen ist in Abb. 24 dargestellt. Hier ist zu erkennen, dass sich keine signifikanten 
Änderungen in der hFasL-Prozessierung ergeben. Die Menge des Volllängen-FasL nimmt 
durch die Koexpression der Dynamin-2 K44A Mutante nicht zu (Abb. 24b), und auch die 
Shedding-Rate wird nicht in signifikanter Weise beeinflusst im Vergleich zu Zellen, die den 
hFasL alleine exprimieren (Abb 24a).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 24: Nicht abgespaltener Fas Ligand unterliegt nicht der Dynamin-abhängigen 
Endozytose 
293T-Zellen wurden mit hFasL transfiziert. Zur Analyse einer mögliche FasL-Endozytose bei inhibiertem 
Shedding wurden die Zellen mit der Dynamin-Mutante K44A kotransfiziert und/oder mit dem Breitband-
Proteaseinhibitor TAPI behandelt. Das FasL Shedding wurde im Immunoblot analysiert und mittels ELISA 
quantifiziert. Die gewonnenen Daten deuten nicht auf einen Abbau durch Dynamin-abhängige Endozytose bei 
inhibierter Metalloprotease-Aktivität hin.   
a b 
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4.1.5.2 Ist die Fas Ligand-Prozessierung abhängig von der Fas-Rezeptorbindung ? 
 
Es sind in der Literatur einige Mutanten des humanen FasL beschrieben, die aufgrund von 
Punktmutationen in der extrazellulären Domäne nicht mehr an den Fas-Rezeptor binden 
können. Ein Austausch von Phenylalanin zu Leucin in der Position 275 (F275L) liegt dem 
gld-Phänotyp zugrunde (Schneider et al., 1997). Der in dieser Weise mutierte FasL ist 
aufgrund seiner Unfähigkeit, den FasR zu binden, apoptotisch inaktiv. In ähnlicher Weise 
führt der Austausch von Prolin206 zu Aspartat zu einer starken Verminderung der 
Rezeptorbindung und damit zur reduzierten apoptotischen Aktivität dieser Mutante.  
Beide hFasL-Mutanten wurden durch PCR-basierende-Mutagenese generiert. Aus zwei 
Gründen sollten sie auf ihr Shedding-Verhalten hin analysiert werden: Zum einen ist für eine 
Reihe von Proteinen, z.B. für den IL-6-Rezeptor (Chalaris et al., 2007), E-Cadherin 
(Steinhusen et al., 2001), CD46 (Hakulinen et al., 2006) oder L-Selektin (Walcheck et al., 
2006) beschrieben, dass eine Induktion der Apoptose ein verstärktes Shedding der 
verschiedenen ADAM-Substrate zur Folge hat. Im Falle von L-Selektin, CD46 und IL-6-R 
sind hierfür ADAM-Proteasen verantwortlich gemacht worden. Zum anderen sollte die 
Verwendung von apoptotisch inaktiven  FasL-Mutanten eine mögliche Apoptose-vermittelte 
Beeinflussung der FasL-Prozesierung ausschließen und eine Verwendung des Apoptose-
Inhibitors z-VAD in den Zellkultur-Ansätzen erübrigen.  
Wildtyp hFasL und die hFasL-Mutanten F275L und P206D wurden in 293T-Zellen 
exprimiert und die entsprechenden Zelllysate im Immunoblot mit dem Antikörper Ab3 nach 
SDS-PAGE analysiert. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in Abb. 25a dargestellt. Hier 
wird eine Korrelation der Fas-Bindungsfähigkeit der beiden Mutanten mit der Signalstärke 
der N-terminalen Spaltfragmente deutlich. Für die F275L-Mutante ist keinerlei NTF-Signal 
detektierbar, übereinstimmend mit der zerstörten Fas-Bindungsfähigkeit. Die P206D-Mutante, 
für die noch einer schwache Bindung an den FasR beschrieben worden war, zeigt auch noch 
ein schwaches Signal für die N-terminalen Fragmente im Immunoblot.  
Ebenso führt die Anbringung eines Hämagglutinin-Tags (HA-Tag) an den C-Terminus des 
hFasL zu einer starken Reduktion der Generierung von NTFs, wie in Abb. 25b zu erkennen 
ist. 
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Abb. 25: Reduziertes Shedding von humanen Fas Ligand Rezeptor-Bindungsmutanten 
(a) 293T Zellen wurden mit humanem Wildtyp-FasL sowie den FasR Bindungsmutanten F275L (gld-Mutante) 
und P206D transfiziert. Wärend für die drei Proteine eine vergleichbare Menge Volllängenprotein (VL) bei 40 
kDa detektiert werden konnte, waren die N-terminale Shedding-Fragmente bei P206D stark reduziert und bei 
F275D abwesend. (b) Auch die Anbringung eines HA-Tags an das extrazelluläre Ende des FasL verminderte das  
FasL Shedding.  = Bande mit unbekannter Identität; NTF = N-terminales Fragment. 
       
 
Keine der hier verwendeten Varinaten des hFasL konnte mittels ELISA-Analyse näher auf die 
Generierung von löslichen Spaltprodukten im konditionierten Medium  untersucht werden, da 
sie vom verwendeten hFasL-spezifischen ELISA-System nicht erkannt werden (Daten nicht 
gezeigt). Dies könnte durch eine Zerstörung des entsprechenden Epitops innerhalb des nativen 
FasL-Moleküls für eine oder beide der im ELISA verwendeten Antikörper gegeben sein. 
Aufgrund der in den bisherigen Experimenten gezeigten Korrelation des NTF1 bei ca.18 kDa 
mit der Generierung von löslichem FasL kann jedoch angenommen werden, dass die hier 
verwendeten hFasL-Varianten ein verändertes Verhalten im Shedding aufweisen.  
Nun sollte versucht werden, die Ursache für die Shedding-Defekte der hFasL-Mutanten, die 
den Fas-Rezeptor nicht binden, einzugrenzen. Zunächst wurde untersucht, ob durch die 
Zugabe einer rekombinanten löslichen Form des humanen Fas-Rezeptors, die um die Bindung 
des Wildtyp-hFasL an den zellgebundenen Fas-Rezeptor konkurrieren sollte, das Shedding 
dieser hFasL-Varianten beeinflusst werden kann. Während der Expression des hFasL in 
293T-Zellen wurde löslicher Fas-Rezeptor, gekoppelt an einen Antikörper-Fc-Teil (FasFc), in 
verschiedenen Konzentrationen ins Kulturmedium gegeben. In Abb. 26 wird aufgrund der 
* 
b a 
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gezeigten Immunoblot-Analyse mit dem Antikörper Ab3 ersichtlich, dass diese Behandlung 
keinen signifikanten Einfluss auf die FasL-Prozessierung zu haben scheint. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zur genaueren Analyse, welchen Einflusses die Bindung des hFasL an seinen Rezeptor auf 
sein Shedding haben könnte, wurde der FasR in Hela-Zellen mittels RNAi-Technologie 
herunterreguliert. Nach Expression des hFasL wurde dessen Prozessierung in so behandelten 
Zellen mit der Prozessierung in unbehandelten Zellen oder Zellen, die mit einem Kontroll-
Oligonukleotid transfiziert worden waren, verglichen. Sowohl die Immunoblot- als auch die 
ELISA-Analyse der Zelllysate und der konditionierten Medien sind in Abb. 27 dargestellt. 
Obwohl die Herunterregulation der Fas-Rezeptor-Expression erfolgreich war, konnte keine 
Verminderung in der Freisetzungsrate von löslichem hFasL nachgewiesen werden. Die N-
terminalen Spaltfragmente erschienen in der Immunoblot-Analyse der Zelllysate mit dem 
Antikörper Ab3 in dem Ansatz mit herunterreguliertem Fas-Rezeptor vermindert (Abb. 27a). 
Dennoch ergab die quantitative Analyse mittels FasL-spezifischem ELISA eine niedrigere 
Transfektionsrate für diesen Ansatz, i.e. weniger Zell-Pellet assoziierten FasL im Vergleich 
zu den zwei Kontrollansätzen. Diese Aussage lässt sich aus dem Immunoblot nicht ablesen, 
da hier kein Signal für das Volllängen-Protein detektiert werden konnte.  
Die Berechnung der Shedding-Rate ergab sogar eine Erhöhung der Menge an löslichem FasL 
im konditionierten Medium im Verhältnis zum zellassoziierten FasL (Abb. 27b). Dies ist ein 
Hinweis darauf, dass das FasL-Shedding nicht durch dessen Bindung an seinen Rezeptor 
vermittelt sein könnte. 
 
 
 
 
 
Abb. 26: Keine Beeinflussung der FasL-
Prozessierung durch Zugabe von FasFc 
8 Stunden nach der hFasL-Transfektion in 293T-Zellen 
wurde FasFc zur Blockierung der FasL-Bindung an 
membrangebundenen Fas-Rezptor in verschiedenen 
Konzentrationen zugegeben. Die Zelllysate wurden im 
Immunoblot mit dem Antikörper Ab3 analysiert. Es konnte 
keine Beeinflussung des Prozessierungsmusters erkannt 
werden.    
293T-Zellen 
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Abb 27: Die Herunterregulation des Fas-Rezeptors führt nicht zu einem verminderten 
Fas Ligand-Shedding  
Hela-Zellen wurden mit gegen den Fas-Rezeptor gerichtete RNAi oder Kontroll-RNAi behandelt und nach 48 
Stunden mit hFasL transfiziert. Nach weiteren 12 Stunden wurde das Medium gewechselt und Rate der FasL 
Prozessierung über eine Zeitraum von 12 Stunden durch (a) ELISA-Analyse ermittelt. (b) Die Generierung des 
NTF1wurden mit dem Antikörper Ab3 im Immunoblot nachgewiesen. Im gleichen Immunoblot wurde die FasR-
Expression in den verschiedenen Proben analysiert. Durch die erfolgreiche Herunterregulation der FasR-
Expression konnte keine negative Beeinflussung des FasL-Sheddings erreicht werden,   
 
 
Nachdem die Rezeptorbindung des hFasL an den Fas-Rezeptor nicht als Vorraussetzung für 
das Shedding des FasL ausgemacht werden konnte, wurde untersucht, ob die durch FasL-
Bindung vermittelte Auslösung der Apoptose in den Fas-tragenden Zellen im Zusammenhang 
mit dem Shedding des hFasL stehen könnte. Für diese Analysen wurden der Wildtyp-hFasL 
und die hFasL-Variation F275L in 293T-Zellen transfiziert. Durch Behandlung mit dem 
Alkaloid Staurosporin, das die Bindung von ATP an verschiedene Kinasen hemmt, wurde in 
den Zellen Apoptose induziert (Ruegg et al., 1998). Unter anderem für N-Cadherin wurde 
eine Staurosporin-vermittelte Induktion des ADAM10-abhängigen Sheddings von N-Cadherin 
gezeigt (Reiss et al., 2005) 
Die Immunoblot-Analyse, dargestellt in Abb. 28, zeigte allerdings keine Unterschiede in dem 
Muster der hFasL-Prozessierung durch apoptotische oder nicht-apoptotische 293T-Zellen. 
Dies könnte bedeuten, dass die Regulation des hFasL-Sheddings nicht an 
Signaltranduktionswege gekoppelt ist, die durch die Staurosporin-vermittelte Apoptose 
beeinflusst werden. 
b a 
Hela-Zellen 
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4.1.5.3 Untersuchung der Stimulierbarkeit des Fas Ligand-Sheddings 
 
Für eine große Anzahl von Proteinen, die von ADAM-Proteasen prozessiert werden, wurden 
unterschiedliche Substanzen gefunden, die das Shedding stimulieren können. 
Klassischerweise werden dabei vor allem Phorbolester wie PMA (Phorbol-12-Myristat-13-
Acetat) und Ionophore wie Ionomycin verwendet. Für ADAM17-Substrate ist in vielen 
Zusammenhängen eine Stimulierbarkeit durch PMA gezeigt worden. So ist zum Beispiel das 
ADAM17-vermittelte Shedding von hTNF-α oder L1 in häufig starkem Ausmaß durch PMA 
induzierbar. Das Shedding einer Reihe von Substraten wie EGF (Epidermal Growth Factor), 
Betacellulin (Blobel et al, 2005) oder E- und N-Cadherin (Reiss et al., 2005; Maretzky et al., 
2005a durch ADAM10 kann dagegen mittels Ionomycin stimuliert werden. 
Hier wurde die Stimulierbarkeit der FasL-Spaltung in verschiedenen Zellsystemen untersucht.  
Dazu wurde zunächst eine genaue zeitkinetische Analyse des hFasL-Sheddings unter Zusatz 
von PMA und Ionomycin durchgeführt. Die Abb. 29 gezeigte Auswertung dieser 
Untersuchung zeigt, dass das hFasL-Shedding in schwacher Weise durch PMA stimulierbar 
sein könnte. Allerdings ist die Menge des durch PMA-Zugabe zusätzlich freigesetzten 
löslichen hFasL lediglich leicht erhöht, während im Vergleich die PMA-Stimulation des 
hTNF-α-Sheddings weit deutlicher ausfällt. Besonders wird hier die sehr schnelle Reaktion 
bereits in einem Zeitraum von 20 Minuten nach PMA-Zugabe deutlich, wohingegen die 
leichte Stimulation des FasL-Sheddings erst etwa ab Minute 70 deutlich wurde. 
 
Abb. 28: Untersuchung einer möglichen 
Apoptose-Abhängigkeit der Fas Ligand-
Prozessierung 
293T-Zellen wurden mit WT-hFasL oder der F275L-
Mutante transfiziert. Die Zellen wurden nach 14 Stunden 
Expressionszeit mit 1µM Staurosporin behandelt. Nach 
weiteren 6 Stunden wurden die Zellen geerntet und die 
Prozessierung des FasL mittels Immunoblot-Analyse mit 
dem Antikörper Ab3 analysiert. Dabei konnten keine 
Unterschiede in der Art der Prozessierung festgestellt 
werden.   
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Abb. 29: hFasL-Shedding ist in Cos7-Zellen nicht signifikant stimulierbar 
(a) 14 Stunden nach der Transfektion von hFasL in 293T-Zellen wurde das Medium gewechselt und die 
Shedding-Rate über einen Zeitraum von 3 Stunden ermittelt. Dazu wurden nach 15, 45, 90 und 150 Minuten 
Aliquots entnommen und die Shedding-Rate zu den verschiedenen Zeitpunkten durch ELISA-Analyse ermittelt. 
Nach erneutem Mediumwechsel wurde je ein Ansatz mit PMA 500ng/ml oder Ionomycin (5µM) versetzt und die 
Shedding-Rate in gleicher Weise ermittelt. Es ist kein signifikanter Unterschied in der Generierung von sFasL 
zwischen unbehandelten und stimulierten Zellen erkennbar. (b ) Als Kontrolle im Stimulationsexperiment wurde 
die Generierung von löslichem hTNF-α in gleicher Weise untersucht. Hier wird eine Stimulierbarkeit durch 
PMA deutlich.  
 
 
Nachfolgend wurde untersucht, ob der leichten PMA-Stimulierbarkeit des hFasL-Sheddings 
eine Aktivierung von ADAM10 oder einer anderen Protease zugrunde liegt. Dazu wurden 
hFasL- transfizierte Wildtyp- bzw. ADAM10-defiziente Mausfibroblasten mit PMA 
behandelt. Die Menge an freigesetztem löslichen hFasL im Verhältnis zum zellassoziierten 
hFasL wurde mittels hFasL-spezifischer ELISA-Analyse bestimmt. Wie in Abb. 30 zu 
erkennen, konnte das FasL-Shedding in ADAM10-defizienten Zellen durch PMA in geringer 
Weise stimuliert werden. Daher muss die beobachtete leichte PMA-Stimulierbarkeit des 
hFasL-Sheddings auf der Aktivität einer anderen Protease als ADAM10 beruhen.  
ohne 
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Aufgrund des äußerst geringen Ausmaßes der PMA-Stimulierbarkeit des hFasL-Shedding 
wurden in diesem Zusammenhang keine weiteren Untersucheungen, etwa zur Identität der 
zugrundeliegenden Protease, unternommen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Allerdings war es von Interesse, ob eine Stimulation des Sheddings der Fas-
Bindungsmutanten möglich ist. Theoretisch könnten andere Signale, abseits des durch FasL 
ausgelösten apoptotischen Signalwegs, durch die Bindung von FasL an den Fas-Rezeptor die 
Abspaltung der FasL-Ektodomäne auslösen. Da sowohl PMA als auch Ionomycin stark in 
eine Vielzahl von zellulären Signalwegen eingreifen, wurde versucht, mit diesen beiden 
Substanzen eine Stimulation des Sheddings der hFasL-Varianten zu erreichen, die unter 
normalen Bedingungen sehr wahrscheinlich nicht abgespaltenen werden. Hier wurde neben 
der oben beschriebenen F275L-Variante ein Konstrukt des Wildtyp-hFasL mit einer an den C-
Terminus fusiononierten Alkalischen Phosphatase verwendet. Auch durch diesen Tag wird 
die Generierung von N-terminalen Spaltfragmenten, wie auch vorher durch die Anbringung 
eines HA-Tags (siehe Abb. 25b) sehr stark reduziert.  
 
 
 
Abb 30: Stimulation der FasL-
Prozessierung in Wt- und ADAM-/-
Mausfibroblasten 
Wildtyp und ADAM10-defiziente embryonale 
Mausfibroblasten wurden mit hFasL transfiziert. 16 
Stunden nach der Transfektion wurde das Medium 
gewechselt und die Bildung von löslichem FasL im 
Zellkulturüberstand über einen Zeitraum von drei 
Stunden mittels ELISA-Analyse vermessen. Danach 
wurde das Medium wiederum gewechselt, und der 
lFasL-Gehalt in unstimulierten oder PMA-bzw. 
Ionomycin-stimulierten Ansäzten bestimmt. Die 
Freisetzungsrate des lFasL wurde aus dem Quotient 
von lFasL und Zellpellet-assoziiertem hFasL (ZP-
FasL) berechnet. 
=  4 Std. unstimuliert 
=  4 Std. stimuliert 
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Abb. 31: Untersuchung einer  möglichen Induzierbarkeit des Sheddings der hFas Ligand 
Rezeptor-Bindungsmutanten  
Hier wurde untersucht, ob die Prozessierung der FasL-Mutanten, die ein verringertes Ausmaß an Shedding-
Aktivität zeigen, induziert werden kann. Dabei kam zum einen Staurosporin als Apoptose-induzierendes Agenz 
als auch PMA (PKC-Aktivierung) und Ionomycin (Calcium-Influx) zum Einsatz. 
WT-hFasL sowie die Rezeptor-Bindungsmutante F275L wurden in Cos7-Zellen exprimiert und das Shedding 
nach Behandlung mit Staurosporin  (1µM) für 6 Stunden im Immunoblot untersucht. b) Cos-7 Zellen wurden mit 
WT-hFasL, der Fas-Bindungsmutante F275L sowie einem extrazellulär AP-markierten hFasl-Konstrukt 
transfiziert. Im Immunoblot wurde das FasL Shedding nach Behandlung mit PMA (200 ng/ml) oder Ionomycin 
(5µM) analysiert. In beiden Experimenten wurden keine Anzeichen für eine Induktion der FasL-Prozessierung 
durch die verschiedenen Substanzen gefunden. (c) Als Kontrolle für die AP-Analyse wurde das stimulierbare 
Shedding eines hTNF-α AP-Konstrukts vermessen.   
 
 
In Abb. 31a ist die Immunoblot-Analyse der im SDS-Gel aufgetrennten Zelllysate von 
unbehandelten oder stimulierten 293T-Zellen gezeigt, die den Wt-FasL oder eine 
entsprechende Variante exprimieren. Es sind keine signifikante Unterschiede in der 
Signalstärke der generierten N-terminalen Fragmente aufgrund der Stimulation zu erkennnen. 
Für das Konstrukt hFasL-AP konnte zudem unter Ausnutzung der Phosphatase-Aktivität der 
C-terminal an den FasL fusionierten AP eine eventuelle Freisetzung der extrazellulären 
Domäne des hFasL unter Stimulationsbedingungen in den Zellüberstand untersucht werden. 
b a 
 c
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Dazu wurde den abgenommenen Zellkulturüberständen 4-Nitrophenyphosphat zugesetzt und 
das gebildete Reaktionsprodukt bei 405nm photometrisch quantifiziert (Zheng et al., 2002). 
In Abb. 31b wird deutlich, dass kein löslicher, mit Alkalischer Phosphatase fusionierter hFasL 
im Überstand durch Messung der AP-Aktivität detektiert werden konnte. Zur Kontrolle wurde 
der gleiche  Experiment mit einem hTNF-α-Konstrukt durchgeführt, das ebenso einen C-
terminalen AP-Tag aufweist. Die bekannte PMA-Stimulierbarkeit des Sheddings dieses 
Konstrukts durch PMA konnte dagegen, wie in Abb.31c dargestellt, deutlich gezeigt werden. 
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4.2 Chimärenanalysen zum humanen Fas Ligand- und 
humanem TNF-α-Shedding 
 
Es sind durch einige Gruppen Untersuchungen durchgeführt worden, die zur Identifizierung 
von strukturellen Bereichen, die funktionell an der proteolytischen Aktivität der ADAM 
Proteasen beteiligt sind, führten. Häufig wurden hierfür chimäre ADAM-Proteasen und/oder 
chimäre ADAM-Substrate erzeugt (u.a. Reddy et al., 2000, Smith et al., 2002; Horiuchi et al., 
2006, Fors et al., 2001; Chen et al., 1995). Durch den systematischen Austausch einer oder 
mehrerer Domänen einer bestimmten Protease gegen entsprechende Domänen einer 
homologen Protease, die ein bestimmtes Substrat nicht prozessiert, konnten so Bereiche 
bestimmt werden, die für Spaltung des betrachteten Substrat hinreichend und/oder notwendig 
sind. Analog dazu wurden auch das Shedding chimärer Substratmolküle analysiert. 
 
 
4.2.1 Herstellung und Charakterisierung der ADAM10/ADAM17-
Chimären 
 
Im folgenden sind Experimente beschrieben, die zum Verständnis der Regulation des 
Substrat-Sheddings durch ADAM-Proteasen beitragen sollen. Für diese Analysen wurden 
chimäre Konstrukte aus ADAM10 und ADAM17 hergestellt. Mittels Fusions-PCR wurden, 
wie unter Material und Methoden beschrieben, DNA-Abschnitte ausgetauscht, die für die 
unterschiedlichen Domänen der beiden Proteasen (Metalloprotease-Domäne (MP-Domäne), 
Disintegrin-/cysteinreiche Domäne, Transmembrandomäne (TMD) sowie zytoplasmatische 
Domäne) kodieren.  
Dabei sollte das Shedding des FasL im Mittelpunkt stehen. Darüber hinaus wurde das 
Sheddding von hTNF-α näher analysiert, da er einige Homologien mit dem FasL aufweist, 
jedoch auch durch ADAM17 prozessiert werden kann. Von besonderem Interesse war in 
diesem Zusammenhang die Tatsache, dass der hTNF-α neben dem konstitutiven Shedding 
einem PMA-stimulierbaren Shedding unterliegt (Unglaub et al.; 1987). Die molekularen 
Grundlagen dieser Stimulation sind in weiten Teilen unverstanden, und sollten daher in dieser 
Arbeit näher untersucht werden.  
In Abb. 31 sind die auf diese Weise hergestellten Mischproteine schematisch dargestellt. Die 
Bezeichnung der Konstrukte benutzt die Buchstaben K (ADAM10, Kuzbanian) und T 
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(ADAM17, TACE), in der Reihenfolge Metalloprotease-Domäne, Disintegrin-/cysteinreiche 
Domäne, Transmembrandomäne und zytoplasmatische Domäne. Alle Konstrukte wurden am 
C-Terminus mit einem HA-Tag fusioniert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 32: Schematische Darstellung der ADAM/ADAM17 Chimären 
Die verschiedenen hier schematisch dargestellten Chimäre aus ADAM10 und ADAM17 wurden durch Fusions-
PCR hergestellt. Intrazellulär ist ein HA-Tag fusioniert (grün dargestellt). Die Bezeichnungen mit den 
Buchstaben T und K lehnen sich an die alternativen Namen für ADAM10 und ADAM17 an: Kuzbanian und 
TACE. Sie sind in der Reihenfolge Prodomäne/Metalloprotease-Domäne, Disintegrin-/cysteinreiche Domäne, 
Transmembrandomäne (TMD), zytoplasmatische Domäne geschrieben. Zur leichteren Orientierung sind die 
Transmembrandomänen sowohl im Buchstabencode als auch im Schema grau hinterlegt.  
 
 
Zunächst wurde die Expression sowie die Maturierung der chimären Proteasen durch 
Immunoblot-Analyse mit dem gegen den HA-Tag gerichteten monoklonalen Antikörper 3F10 
analysiert. Es stellte sich hierbei heraus, dass diejenigen Konstrukte, die die Metalloprotease-
Domäne von ADAM17 besitzen, etwa zehnfach stärker exprimiert werden als Konstrukte, die 
die ADAM10-Metalloprotease-Domäne aufweisen (Daten nicht gezeigt). Um eine 
Vergleichbarkeit der Aktivitäten der Chimären beim hFasL- oder hTNF-α-Shedding zu 
gewährleisten, wurde in den Experimenten, in denen die ADAM10/17-Chimären mit hTNF-α 
oder hFasL koexprimiert wurden, die transfizierte DNA-Menge entsprechend angepasst.  
Ergebnisse 
  83 
Auch die Zellen, deren Lysate im dargestellten Immunoblot analysiert wurden, waren in 
dieser Weise transfiziert worden (Abb. 33). Hier ist neben der so erreichten vergleichbaren 
Transfektionsstärke zu erkennen, dass die chimären ADAM10/ADAM17-Proteasen eine 
leicht unterschiedliche Maturierung zeigen. Dies wird durch ein quantitativ unterschiedliches 
Verhältnis von der größeren Proform zu der kleineren maturen Form bei verschiedenen 
Chimären ersichtlich. Darüber hinaus war eine leichte Varianz im Verhältnis von Proform zu 
maturer Form bei der Expression der Chimären in Cos7- und 293T-Zellen zu beobachten. Aus 
diesem Grund sind zwei repräsentative Immunoblots gezeigt.  
Für alle chimären Proteasen konnte eine mature Form detektiert werden. Dies deutet darauf 
hin, dass alle Konstrukte vom Golgiapparat/Transgolgi-Netzwerk an die Zelloberfläche 
transportiert werden, denn dieser Translokalisationsschritt geht mit der durch die Abspaltung 
der Prodomäne charakterisierten Maturierung der ADAM-Proteasen einher (Anders et al., 
2001). Dies weist darauf hin, dass alle Proteasen potentiell mit zu untersuchenden Substraten 
auf der Zelloberfläche interagieren können. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 33: Immunoblot-Analyse der ADAM10/17-Chimären-Expression in Cos7- und 
293T-Zellen 
Cos7- und 293T-Zellen wurden mit den chimären ADAM10/ADAM17-Konstrukten transfiziert. Nach 72 
Stunden wurde die Expression der HA-getaggten chimären Proteasen im Immunoblot nach SDS-PAGE mit dem 
HA-spezifischen mmonoklonalen Antikörper 3F10 (Roche) kontrolliert. Die unterschiedlichen Größen der 
Chimären sind in erster Linie mit der größeren zytoplasmatischen Domäne von ADAM17 gegenüber ADAM10 
zu erklären. Insgesamt konnte für jedes chimäre Enzymprotein eine mature Form gezeigt werden. Im 
Buchstabencode für die verschiedenen Chimären ist zur leichteren Orientierung die Transmembrandomäne grau 
hinterlegt. P= Proform; M= mature Form 
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Die subzelluläre Lokalisation der ADAM10/ADAM17-Chimären wurde mittels 
Immunfluoreszenzanalyse untersucht. Von besonderem Interesse war, ob die chimären 
Proteasen zur Zelloberfläche gelangen können, oder offensichtliche Defekte in ihrer 
Sortierung und Lokalisation aufweisen. Dies würde auf eine mögliche Inaktivität einer 
bestimmten chimären Protease hinweisen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 34: Immunfluoreszenz-Analyse der ADAM10/ADAM17-Chimären Lokalisation in  
Cos7-Zellen 
Cos7-Zellen wurden mit den chimären ADAM10/ADAM17-Konstrukten transfiziert. Nach 72 Stunden wurde 
die Lokalisation der überexprimierten Proteine durch Immunflourszenz-Analysen nachgewiesen. Zur Anfärbung 
des Oberflächenmarkers E-Cadherin wurde ein Antikörper der Firma BD Bioscience (Klon36) verwendet. Die 
HA-getaggten Chimäre wurden mit dem HA-spezifischen Antikörper 3F10 detektiert. Als Zweitantikörper kam 
der AF594-gekoppelte Ziege-αKaninchen IgG-Antikörper (rot) bzw. der AF488-gekoppelte Ziege-αRatte IgG 
Antikörper (grün) zum Einsatz. Für die Chimären KKTK und TTKT sind keine Abbildungen gezeigt.    
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Abb. 34 zeigt die Immunfluoreszenz-Analyse der chimären Proteasen in Cos7-Zellen drei 
Tage nach Transfektion der entsprechenden Konstrukte. Eine verbesserte Erkennung der 
Zellgrenzen wurde durch die gleichzeitige Anfärbung von E-Cadherin, das zu einem großen 
Teil auf der Zelloberfläche lokalisiert ist, erreicht.  
Insgesamt konnte für die meisten Chimären eine mit den Wildtypproteasen vergleichbare 
Lokalisation ermittelt werden. Die Chimären TTTK und KTKK lokalisierten in etwas anderer 
Form als die Wildtyp-ADAMs. Sie zeigten eine intrazelluläre Verteilung, die eine verstärkte 
Lokalisation im Endoplasmatischen Retikulum andeutet. Doch auch hier ist zu erkennen, dass 
ein Teil der exprimierten chimären Protease an der Zelloberfläche lokalisiert ist. 
 
 
4.2.2 Chimärenanalysen zum Fas Ligand-Shedding 
 
Die Analysen zu der Frage, welche chimären Proteasen den FasL prozessieren können, wurde 
analog zu dem in Abb. 15 gezeigten Experiment durchgeführt. Hier wurde bereits 
nachgewiesen, dass ADAM10-defiziente Mausfibroblasten keinen löslichen FasL in den 
Zellkulturüberstand abgeben. Eine Retransfektion von ADAM10, nicht jedoch ADAM17, 
führte hier zu einer Wiederherstellung der Fähigkeit dieser Zellen, löslichen hFasL zu 
generieren.  
Durch den Austausch verschiedener Domänen von ADAM10 gegen die entsprechenden 
Domänen von ADAM17 sollte die Bedeutung der jeweiligen Domänen von ADAM10 für das 
FasL-Shedding ermittelt werden. Dazu wurden ADAM10-defiziente Mausfibroblasten mit 
Wildtyp FasL und den verschiedenen Chimären transfiziert. 18-20 Stunden nach der 
Transfektion wurden Zellen und Überstand geerntet und die FasL-Menge mittels hFasL-
spezifischem ELISA bestimmt. Um Unterschiede in der Transfektionseffizienz des hFasL-
Konstrukts auszugleichen, wurde die hFasL Shedding-Rate aus dem Verhältnis von löslichem 
zu Zellpellet-assoziiertem hFasL berechnet. Die Expression der unterschiedlichen chimären 
Proteasen in den drei voneinander unabhängigen Experimenten, die den Shedding-Daten 
zugrundeliegenden, ist im Immunoblot mittels HA-spezifischem monoklonalem Antikörper 
kontrolliert worden.  
Die Auswertung von drei unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten ist in  
Abb. 35 dargestellt. Sowohl die Gesamtauswerung der ELISA-Analysen als auch die 
Expression der ADAM10/ADAM17-Chimären ist gezeigt. Zur besseren Vergleichbarkeit der 
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unterschiedlichen Experimente wurde jeweils die Shedding-Rate des Ansatzes als 
Bezugsgröße verwendet, in dem Wildtyp-ADAM10 mit dem hFasL koexprimiert worden war. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 35: Wiederherstellung des konstitutiven FasL Sheddings in ADAM10-defizienten 
Mausfibroblasten 
ADAM10-defiziente Mausfibroblasten wurden mit FasL oder FasL zusammen mit den hergestellten 
ADAM10/ADAM17 Chimären für etwa 18-20 Stunden koexprimert. Die hFasL Shedding-Rate wurde mittels 
einer ELISA-Quantifizierung des löslichen (lFasL) sowie des Zellpellet-assoziierten hFasL-Proteins (ZP-FasL) 
ermittelt. Mittelwerte wurden aus drei voneinander unabhängigen Experimenten gewonnen. Die jeweilige 
Expression der Chimären in den drei zugrundeliegenden Experimenten wurde durch Immunoblot Analyse 
mittels dem gegen den HA-Tag gerichteten monoklonalen Antikörper 3F10 (Roche) nachgewiesen (obere drei 
Panels). Es zeigte sich nur bei der Koexpression einiger Kostrukte eine Wiederherstellung der hFasL-Freisetzung 
(siehe Text). Zur leichteren Orientierung ist im Buchstabencode die Transmembrandomäne grau unterlegt.  
lFasL= löslicher FasL; ZP-FasL = Zellpellet-assoziierter FasL; HA = Hämagglutinin 
 
Insgesamt wird aus den Untersuchungen deutlich, dass vor allem durch die Koexpression der 
Konstrukte KKKT und KKK eine signifikante Wiederherstellung des hFasL Sheddings 
erreichbar ist. Dennoch konnten auch diese chimären Proteasen, die einen Austausch bzw. 
eine Deletion der zytoplasmatischen Domäne aufweisen, lediglich etwa 50 Prozent des durch 
Wildtyp-ADAM10 vermittelten hFasL-Shedding erreichen. Des Weiteren konnte eine sehr 
geringe Wiederherstellung des FasL-Sheddings durch die Koexpression von hFasL mit den 
hFasL-transfiziert 
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Konstrukten TKKK, KTTT und KKKT gemessen werden. Die anderen ADAM10/ADAM17-
Chimäre zeigten keine deutliche Wiederherstellung des FasL-Sheddings.  
Durch den Vergleich der hFasL-Shedding-Aktivität der Konstrukte KKTT und KKKT wird 
des Weiteren eine mögliche Beteiligung der ADAM10-Transmembrandomäne am hFasL- 
Shedding angedeutet. Während die Koexpression der Chimäre KKTT das hFasL-Shedding 
lediglich in geringem Umfang wiederherzustellen vermochte, führte die zusätzliche 
Anwesenheit der ADAM10-Transmembrandomäne im Konstrukt KKKT zu einem effizienten 
hFasL- Shedding in ADAM10-defizienten Mausfibroblasten. Diese Beobachtung deutet 
darauf hin, dass der ADAM10-Transmembrandomäne eine kritische Bedeutung im hFasL-
Shedding zukommt.  
Der aus diesen Befunden ableitbaren Hypothese, die zytoplasmatische sowie die 
Transmembrandomäne könnten einen Beitrag zur Spezifität des hFasL-Sheddings leisten, 
wurde weiter nachgegangen, indem untersucht wurde, ob auch die zytoplasmatische Domäne 
bzw. die Transmembrandomäne des hFasL in gleicher Weise für die Vermittlung eines 
effizienten FasL notwendig sein könnten. Hierzu wurden verschiedene hFasL-Konstrukte 
hergestellt. Zum einen wurde die Sequenz für die zytoplasmatische Domäne von hFasL, bzw. 
die Sequenz für die Aminosäuren 40-80, die die prolinreiche Domäne des hFasL beschreiben, 
deletiert.  
Des Weiteren wurden chimäre Proteine aus hFasL und hTNF-α hergestellt, in denen die 
zytoplasmatische Domäne bzw. die Transmebramndomäne des hFasL gegen die 
entsprechende Domäne des humanen hTNF-α ausgetauscht wurde. Mithilfe dieser 
Mischproteine sollte in erster Linie der Beitrag der Transmembrandomäne des hFasL zur 
Spezifität des hFasL-Sheddings untersucht werden.   
Auch das Shedding dieser Konstrukte wurde mittels hFasL-spezifischer ELISA-Analyse nach 
Expression in 293T-Zellen untersucht.   
In Abb. 36a ist zu erkennen, dass eine vollständige Deletion der zytoplasmatischen Domäne 
des hFasL zu einer Reduktion der hFasL Shedding-Rate um etwa 50 Prozent führte. 
Interessanterweise hatte die Deletion der prolinreichen Domäne lediglich eine schwache 
Auswirkung auf das hFasL-Shedding. Dies deutet auf eine Funktion der Aminosäuren 1-40 
der zytoplasmatischen Domäne des hFasL in der Vermittlung eines effektiven hFasL- 
Sheddings hin. 
Die Analyse des Shedding-Verhaltens der hTNF-α/hFasL Chimäre in 293T Zellen ist in  
Abb. 36b dargestellt. Es zeigt sich eine sehr starke Beeinträchtigung der Freisetzung der 
löslichen Ektodomäne des hFasL, wenn die zytoplasmatische Domäne oder die 
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Transmembrandomäne des hFasL gegen die entsprechenden Domänen von hTNF-α 
ausgetauscht sind. Dies zeigt, dass auch die Transmembrandomäne des hFasL eine Bedeutung 
für das Shedding durch ADAM10 haben könnte. Die Reduktion des Sheddings durch den 
Austausch der zytoplasmatischen Domäne des hFasL gegen die des hTNF-α fiel weit 
deutlicher aus als die einfache Deletion der zytoplasmatischen Domäne des hFasL. 
Für keines der beiden hFasL/hTNF-α Mischproteine konnte ein PMA-stimuliertes Shedding 
ermittelt werden. Dies hätte eventuell erwartet werden können, da der hTNF-α selbst in 
PMA-stimulierbarer Weise gesheddet wird. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 36: ELISA-Analyse des Sheddings von hFasL-Mutanten mit Deletionen in der 
zytoplasmatischen Domäne 
(a)  Schematische Darstellung der hergestellten hFasL-Konstrukte bzw. die hTNF-α/hFasL Chimäre. Die 
trunkierte hFasL-Variante (del intra) wurde mittels PCR hergestellt. Die DNA-Konstrukte für del40-80 bzw. für 
die hFasL/hTNF-α-Chimären wurden mittels Fusions-PCR hergestellt. Für die chimären Konstrukte wurden die 
für die extrazelluläre, die Transmembran- oder die zytoplasmatische Domäne vom hFasL (blau) bzw. dem 
hTNF-α (rot) codierenden DNA-Abschnitte gegeneinander ausgetauscht. Alle hergestellten Konstrukte wurden 
am 3`-Ende mit einer Sequenz, die für einen Myc-Tag codiert, fusioniert (orange dargestellt).  
(b) 293T Zellen wurden mit WT-hFasL oder hFasL-Mutanten transfiziert, die eine Deletion der Prolinreichen 
Domäne (del 40-80) oder eine Deletion der intrazellulären Domäne (del intra) aufweisen. Nach 20 Stunden 
wurden Zellen und Überstände geerntet. Die Shedding-Rate dieser Mutanten wurde mittels hFasL-spezifischer 
ELISA-Analyse bestimmt. 
293T-Zellen 
293T-Zellen 
Ergebnisse 
  89 
4.2.3 Chimärenanalysen zum humanen TNF-α-Shedding 
 
Nachdem die unterschiedlichen ADAM10/ADAM17-Chimäre auf ihre Fähigkeit getestet 
wurden, das hFasL-Shedding in ADAM10-defizienten Zellen wiederherzustellen, wurde ihre 
Aktivität gegenüber dem humanen hTNF-α analysiert. Der hTNF-α wird durch ADAM17 
konstitutiv und in PMA-stimulierbarer Weise prozessiert. Bisher wurde beschrieben, dass 
ADAM10 den hTNF-α in vitro spalten kann (Rosendahl et al., 1997). Ein ADAM10-
vermitteltes Shedding konnte in zellbasierten Untersuchungen nicht festgestellt werden 
(Zheng et al., 2004).  
In einem Vorversuch wurde die konstitutive sowie die PMA-stimulierte Freisetzung von 
löslichem hTNF-α durch Cos7-Zellen, 293T-Zellen, Wildtyp-Mausfibroblasten sowie 
Mausfibroblasten, die für ADAM10, ADAM17 oder beide Proteasen defizient sind, 
untersucht.  
Wie in Abb. 37 dargestellt, führte eine Defizienz von ADAM17 zu einem vollständigen 
Verlust des durch PMA stimulierten hTNF-α-Sheddings und einer Verminderung der 
konstitutiven hTNF-α-Freisetzung. Dagegen erscheint in ADAM10-defizienten Zellen das 
hTNF-α-Shedding nicht beeinträchtigt. ADAM10/ADAM17-doppeldefiziente 
Mausfibroblasten setzen weder konstitutiv noch nach PMA-Stimulation löslichen hTNF-α 
frei, was die ausschließliche Bedeutung der beiden in diesem System untersuchten ADAM-
Proteasen im hTNF-α-Shedding unterstreicht.  
Die Retransfektion von ADAM10 in ADAM10/ADAM17-doppeldefiziente Mausfibroblasten 
stellte die Fähigkeit zum konstitutiven hTNF-α-Shedding wieder her, während durch 
Retransfektion von ADAM17 beide Shedding-Arten, konstitutiv und PMA-stimuliert, 
wiederhergestellt werden konnte (Abb. 37). Daher konnten mit diesen Zellen die Struktur-
Funktionsanalysen zum hTNF-α-Shedding, die auf chimären ADAM10/ADAM17-Proteasen 
beruhen, durchgeführt werden.   
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Abb. 37: ELISA-Analyse der hTNF-α Freisetzung in verschiedenen Zellen 
Verlust des konstitutiven und stimulierten hTNF-α -Sheddings in ADAM10/ADAM17-doppeldefizienten 
Mausfibroblasten. 293T-Zellen, Cos7-Zellen sowie verschiedene Mausfibroblasten-Zelllinien (Wildty (WT), 
ADAM10-, ADAM17- und ADAM10/ADAM17-doppeldefiziente MEFs) wurden mit hTNF-α oder hTNF-α 
und den verschiedenen ADAM10/ADAM17-Chimären transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurde das 
Medium gewechselt. Nach weiteren zwei Stunden wurde das Medium wiederum gewechselt und 500ng/ml PMA 
zugesetzt. Die hTNF-α-Freisetzung über zwei Stunden unter konstitutiven und PMA-stimulierten Bedingungen 
wurde mittels hTNF-α-spezifischem ELISA ermittelt. Die Shedding-Rate ist als Verhältnis von löslichem zu 
Zellpellet-assoziiertem hTNF-α ausgedrückt (lhTNF-α/ZPhTNF-α). (b) Retransfektion von ADAM10 und 
ADAM17 in ADAM10/ADAM17 doppeldefizienten Mausfibroblasten stellt das konstitutive bzw. stimulierte 
hTNF-α Shedding wieder her. In gleicher Weise wie unter a beschrieben wurde mittels hTNF-α-ELISA der 
Effekt der Retransfektion von ADAM10 oder ADAM17 in ADAM10/ADAM17-doppeldefiziente 
Mausfibroblasten analysiert. AD10/AD17 dKO = ADAM10/ADAM17-doppeldefizient; retr. = retransfiziert 
 
Zur Struktur-/Funktionsanalyse wurde das hTNF-α alleine oder zusammen mit den chimären 
Proteasekonstrukten in ADAM10/ADAM17-doppeldefizienten Zellen exprimiert. Etwa 20 
Stunden nach der Transfektion wurde das konstitutive sowie das PMA-induzierte hTNF-α-
Shedding über einen Zeitraum von jeweils 2 Stunden mittels hTNF-α-spezifischem ELISA 
analysiert. In Abb. 38 ist das Ergebnis von zwei voneinander unabhängigen Experimenten 
dargestellt.        
 
 
 
 
= unstimuliert 
= PMA-stimuliert 
MEFs 
hTNF-α transfiziert 
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Abb. 38: Wiederherstellung des konstitutiven und stimulierten hTNF-α-Sheddings  
in ADAM10/ADAM17-doppeldefizienten Mausfibroblasten 
ADAM10/ADAM17-doppeldefiziente Mausfibroblasten wurden mit hTNF-α oder hTNF-α zusammen mit den 
hergestellten ADAM10/ADAM17-Chimären für etwa 24 Stunden koexprimiert. Zur Bestimmung der hTNF-α 
Shedding-Rate wurde dann die Freisetzung von löslichem hTNF-α über einen Zeitraum von jeweils zwei 
Stunden unter konstitutiven oder PMA-stimulierten Bedingungen analysiert. Dazu wurde die Menge an 
löslichem in Bezug zu Zellpellet-assoziiertem hTNF-α mittels ELISA quantifiziert. Die Analyse ergab, dass nur 
bestimmte Chimäre das konstitutive und/oder PMA-stimulierte hTNF-α-Shedding in den ADAM10/ADAM17-
defizienten Mausfibroblasten wiederherstellen konnten (siehe Text). Mittelwerte wurden aus zwei voneinander 
unabhängigen Experimenten gewonnen (Versuche mit TTKT und KKTK nur einmal durchgeführt). Die 
Transmembrandomäne ist im Buchstabencode grau unterlegt. 
Die dargestellten Immunoblots (obere zwei Panels) dokumentieren die Expression der ADAM10/ADAM17-
Chimäre in den beiden Experimenten, die den gezeigten ELISA-Daten zugrunde liegen. 
 
 
In den durchgeführten Experimenten zur Wiederherstellung der hTNF-α-Freisetzung in 
ADAM10/ADAM17-doppeldefizienten Mausfibroblasten wurde die Expression der Chimäre 
durch Immunoblot-Analyse mittels dem gegen den HA-Tag gerichteten Antikörper 3F10 
(Roche) nachgewiesen. Hierbei wird eine vergleichbare Expressionsrate der verschiedenen 
ADAM10/ADAM17-Chimären in den dargestellten Experimenten deutlich (Abb. 38).   
Durch Ermittlung der Shedding-Rate in den jeweiligenVersuchsansätzen wird erkennbar, dass 
die einzelnen chimären ADAM10/ADAM17 Proteasen in unterschiedlichem Maße fähig 
waren, das hTNF-α-Shedding wiederherzustellen.  
hTNF-α -transfiziert 
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Zunächst scheint es für das hTNF-α-Shedding unerheblich zu sein, ob die MP-Domäne von 
ADAM10 oder ADAM17 stammt. Darüber hinaus wird deutlich, dass der Austausch sowie 
die Deletion der zytoplasmatischen Domäne von ADAM17 keinerlei Auswirkung auf das 
konstitutive oder PMA-stimulierte Shedding von hTNF-α  hat. 
Differenzierter als im FasL-Shedding erscheint die Bedeutung der Transmembrandomäne 
sowie der Disintegrin-/cysteinreichen Domäne, da hier unterschiedliche Bedeutungen dieser 
Domänen für das konstitutive bzw. das PMA-stimulierbare Shedding zu beobachten sind. So 
kann durch Koexpression des Konstrukts TTKK, das die Transmembrandomäne von 
ADAM10 aufweist, lediglich das konstitutive hTNF-α-Shedding vermittelt werden. 
Demgegenüber wurde durch TTTK, in dem lediglich die zytoplasmatische Domäne von 
ADAM17 gegen die entsprechende Domäne von ADAM10 ausgetauscht ist, der hTNF-α 
sowohl in konstitutiver als auch in PMA-stimulierter Weise prozessiert. 
Zusammengenommen zeigt dies, dass durch die Kombination von ADAM17- 
Transmembrandomäne mit ADAM17-Disintegrin-/cysteinreicher Domäne das PMA-
stimulierbare Shedding von hTNF-α vermittelt werden könnte.  
Die Spezifität und Regulation des ADAM10- und ADAM17-vermittelten Sheddings von 
hTNF-α könnte daher teilweise durch die Transmembrandomäne von ADAM17 vermittelt 
sein. Wie oben beschrieben, kann ADAM17 den hFasL in Mausfibroblasten nicht konstitutiv 
und lediglich in geringem Ausmaß PMA-stimuliert proteolytisch freisetzten. Daher wurden 
zur Analyse, ob auch die Transmembrandomäne von hTNF-α sowie dessen zytoplasmatische 
Domäne zur Regulation des hTNF-α-Sheddings beitragen, chimäre hTNF-α/hFasL-
Konstrukte mittels Fusions-PCR hergestellt. In Abb. 39a sind die N-terminal mit einem myc-
Tag fusionierten Konstrukte schematisch dargestellt.  
Nach Transfektion in 293T-Zellen wurden die Konstrukte für etwa 24 Stunden exprimiert, 
wonach das konstitutive sowie das stimulierte Shedding über einen Zeitraum von jeweils 2 
Stunden mittels hTNF-α-spezifischem ELISA analysiert wurde.  
In Abb. 39b ist zu erkennen, dass durch den Austausch der Transmembrandomäne von hTNF-
α gegen die des hFasL (TFT) das Shedding des hTNF-α stark beeinträchtigt wird. Dabei sind 
sowohl das PMA-stimulierte als auch das konstitutive Shedding betroffen, welches um etwa 
75% bzw. 50% zurückgeht. 
Das Konstrukt TTF, in dem die zytoplasmatische Domäne von hTNF-α gegen die 
zytoplasmatische Domäne des hFasL ausgetauscht ist, wurde durch 293T-Zellen allerdings 
kaum noch, weder konstitutiv noch PMA-stimuliert, proteolytisch in den Überstand 
freigesetzt. Dies könnte darauf hindeuten, dass auch der zytoplasmatische Domäne von 
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hTNF-α eine Funktion in der Vermittlung der Spezifität und eventuell auch der Regulation 
des hTNF-α-Sheddings zukommt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 39: Analyse des Sheddings von chimären hFasL/ hTNF-α- Proteinen durch 293T-
Zellen  
293T-Zellen wurden mit Wildtyp-FasL, Wildtyp-hTNF-α oder den chimären hTNF-α/FasL-Konstrukten 
transfiziert. Durch Quantifizierung der Zellpellet-assoziierten bzw. löslichen Moleküle mittels gegen die 
jeweiligen Ektodomänen gerichtete ELISAs wurde die jeweilige Shedding-Rate bestimmt. Dabei wurde sowohl 
das konstitutive als auch das PMA-induzierte Shedding über einen Zeitraum von 2 Stunden verfolgt. Auf diese 
Weise konnte der unterschidliche Einfluss der Domänenzusammensetzung auf die Freisetzung der Ektodomänen 
verfolgt werden (Details siehe Text).   
b a 293T-Zellen 
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5 Diskussion 
 
5.1 Charakterisierung des Sheddings des humanen Fas 
Liganden 
 
Der Fas Ligand (FasL) ist durch sein Potential, in Fas-tragenden Zellen Apoptose auszulösen, 
von entscheidender Bedeutung in einer Vielzahl von physiologischen und 
pathophysiologischen Prozessen. 
Seit längerem ist bekannt, dass der FasL durch Metalloproteasen prozessiert wird (Kayagaki 
et al.,1995). Obwohl die apoptotische Aktivität des löslichen FasL seitdem nicht sicher 
geklärt werden konnte, hat sich herausgestellt, dass eine proteolytische Abspaltung des FasL 
von der Zelloberfläche mit dem Fas/FasL-System interferiert (Ethell et al.,2002; Tanaka et 
al.,1998). Dabei wird die Abspaltung des FasL von der Zelloberfläche in erster Linie als 
Mechanismus angesehen, der zur Herunterregulation der zellulären FasL-Zytotoxizität 
beiträgt.  
Das Serumlevel von löslichem FasL ist positiv korreliert mit der asymptomatischen Phase 
einer HIV-Infektion (Hosaka et al., 1998), Rheumatoider Arthritis (Nozawa et al.,1997), 
Leukämie (Tanaka et al.,1996), Myokarditis (Toyozaki et al.,1998) sowie einer Reihe von 
malignen Krebserkrankungen (unter anderem: Kaizu et al.,2004, Tanaka et al.,1996, Sato et 
al.,1996, Owen-Schaub et al.,2000). Dennoch konnte die FasL-prozessierende Protease bisher 
nur in speziellen Zelltypen identifiziert werden (Matsuno et al.,2001; Mitsiades et al., 2001; 
Powell et al., 1999; Vargo-Gogola et al., 2002b). In diesen Studien wurden, hauptsächlich 
durch in vitro Analysen, Mitglieder der Matrix-Metalloproteasen identifiziert. Da jedoch 
verschiedene TIMPs (tissue inhibitors of Metalloproteases) keinen Effekt auf das FasL 
Shedding zeigten, wurde ein Mitglied der ADAM-Familie als möglicherweise entscheidende 
Protease diskutiert (Ethell et al., 2002). 
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5.1.1 Prozessierung potentieller Spaltungsmutanten des humanen Fas 
Liganden in verschiedenen Zelltypen 
 
In dieser Arbeit sollten die molekularen Aspekte der Freisetzung des löslichen FasL analysiert 
und die FasL-spaltende  Protease für relevante Zelltypen identifiziert werden.  
Durch Immunoblot-Analyse mit dem Antikörper Ab3, der ein intrazelluläres Epitop des 
humanen FasL (hFasL) erkennt, konnte das Prozessierungsmuster des hFasL analysiert 
werden. Dieser Antikörper detektiert neben dem Volllängenprotein vier N-terminale 
Spaltfragmente des hFasL.  
Allerdings wird durch den Antikörper G247-4, der die Ektodomäne des hFasL erkennt, 
lediglich eine Bande bei ca. 28 kDa nachgewiesen, die den löslichen hFasL repräsentiert. Dies 
spricht dafür, dass der membrangebundene hFasL an nur einer Spaltstelle prozessiert wird. 
Die drei übrigen durch den Antikörper Ab3 detektierten Banden könnten gleichermaßen mit 
einer weiteren proteolytischen Degradierung des initialen N-terminalen Fragments (NTF1) 
oder auch einer unterschiedlichen posttranslationalen Modifikation ein und desselben N-
terminalen Fragments erklärbar sein. Durch das Vorhandensein einer 
Phospohorylierungsstelle für eine Casein-Kinase am N-Terminus der zytpolasmatischen 
Domäne des hFasL wäre in diesem Zusammenhang eine Phosphrylierung möglich. Allerdings 
führte hier eine ausgedehnte Inkubation der Zelllysate mit Alkalischer Phosphatase auch nach 
mehreren Stunden zu keiner Veränderung im Bandenmuster der N-terminalen Fragmente 
(Daten nicht gezeigt). Dies stimmt mit der in einer anderen Arbeit veröffentlichten 
Beobachtung überein, in der keine Phosphorylierung von hFasL nach Überexpression in 
293T-Zellen oder Cos7-Zellen detektiert werde konnte (Baum et al., 2005). Daher ist eine 
weitere sequentielle proteolytischen Prozessierung des initialen N-terminalen Fragments 
anzunehmen (siehe unten).  
Auch durch die Verwendung eines hFasL-spezifischen ELISA-Systems konnte die FasL-
Prozessierung unter unterschiedlichen experimentellen Bedingungen detailliert analysiert 
werden. Daneben mussten zunächst auch die verwendeten Zellsysteme auf ihre 
Vergleichbarkeit bei der FasL-Prozessierung untersucht werden. 
Die Analysen von Schnittstellenmutanten zeigen die Theorie zu wiederlegen, dass der hFasL 
durch Mauszellen und humane Zellen an unterschiedlichen Stellen geschnitten wird 
(Schneider et al., 1998). Die Spaltungsmutane S126E/L127E, die durch Schneider et al., in 
humanen Zellen als nicht spaltbar beschrieben worden ist, eine reduzierte Shedding-Rate in 
humanen als auch murinen Zellen. Für eine durch Tanaka et al. 1998 als ebenfalls nicht 
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spaltbar beschriebene Deletionsmutante (del128-131) wurde dagegen in dieser Arbeit eine 
normale, mit dem Wildtyp hFasL vergleichbare Shedding-Rate ermittelt. 
So konnte zunächst geklärt werden, dass der hFasL in murinen und humanen Zellen in 
vergleichbarer Weise, wahrscheinlich zwischen den Aminosäuren 126 und 127, prozessiert 
wird. Dies könnte auf die Spaltung des FasL durch eine homologe, hochkonservierte 
Metalloprotease hinweisen. Die Adamalysin-Metalloprotease ADAM10 wurde im Verlauf 
dieser Arbeit als die Protease identifiziert, die die Generierung des löslichen FasL sowohl in 
murinen als auch humanen Zellen in kritischer Weise vermittelt. ADAM10 zeigt mit einer 
Sequenzhomologie von 96 Prozent auf der Ebene der Aminosäuren zwischen der murinen und 
der humanen Form eine sehr starke Konservierung. Dies spricht zusätzlich dafür, dass in 
Zellen aus verschiedenen Säugerorganismen der FasL in gleicher Weise prozessiert wird. 
 
5.1.2 Identifizierung von ADAM10 als Fas Ligand spaltende Protease 
 
Im Verlauf dieser Arbeit konnten durch verschiedene methodische Ansätze ADAM10 sowohl 
in murinen als auch humanen Zellen als FasL-prozessierende Protease identifiziert werden. 
Auch und im Besonderen konnte eine kritische Funktion von ADAM10 bei der Freisetzung 
von löslichem FasL durch Lymphocyten, die den Fas-Liganden endogen exprimieren, 
nachgewiesen werden.  
Metalloprotease-Inhibitoren zeigten eine starke inhibitorische Wirkung auf das FasL-
Shedding in hFasL-transfizierten 293T-Zellen und auch primären T-Lymphozyten. Dies 
konnte sowohl durch eine ELISA-Analyse als auch durch Immunoblot-Analysen mit dem 
Antikörper Ab3 gezeigt werden. Da auch der preferentielle ADAM10-Inhibitor GI254023 die 
Generierung von löslichem hFasL einschränken konnte, wurde durch diese Experimente ein 
Hinweis auf ADAM10 als FasL Sheddase gewonnen.  
Analog zu der Inhibition des Sheddings von humanem TNF-a (hTNF-a) bei Koexpression 
einer dominant-negativen Mutante von ADAM17 (Itai et al., 2001; Solomon et al., 1999) 
konnte dominant-negatives ADAM10, das in 293T-Zellen mit dem hFasL koexprimiert 
wurde, die Freisetzung von löslichem hFasL hemmen. Der zugrundeliegende Mechanismus 
ist hierbei unklar; eine inhibitorisch wirkende Interaktion der ADAM10-Mutante sowohl mit 
endogener Protease als auch mit dem Fas Liganden könnte zur Reduktion des FasL Sheddings 
führen.  
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Eine Interaktion des hFasL mit Wildtyp-ADAM10 oder der dominant-negativen ADAM10-
Mutante konnte mittels Koimmunprezipitation nicht gezeigt werden (Daten nicht gezeigt). 
Dennoch kann durch direkte und transiente Interaktion von ADAM10 mit dem FasL dessen 
Spaltung erreicht werden. Dies konnte durch in vitro Spaltungsexperimente, in denen 
rekombinantes ADAM10 mit der rekombinanten Ektodomäne des hFasL koinkubiert wurde, 
gezeigt werden. Dabei treten nach 14 Stunden Koinkubation zwei Spaltfragmente auf. Dies ist 
auch in Übereinstimmung mit den pharmakologischen Untersuchungen, in denen im Zell-
basierten System Protease-Inhibitoren zu hFasL-transfizierten 293T-Zellen gegeben wurden. 
Die Intensität der durch Immunoblot-Analyse detektierten Banden der N-terminalen 
Spaltfragmente wurde hier durch Metallorotease-Inhibitoren reduziert. Die Zugabe des 
preferentiellen ADAM10-Inhibitors GI254023 führte dabei zu einem nahezu vollständigen 
Verlust aller vier Banden. Daher wurde angenommen, dass ADAM10 den hFasL an 
verschiedenen Stellen schneidet. Es liegt nahe, dass es sich um eine sequentielle 
Prozessierung handelt, da für den löslichen hFasL nur eine Bande detektiert werden konnte.  
Die herausragende Bedeutung von ADAM10 für das FasL Shedding wird besonders in 
Experimenten deutlich, in denen genetisch definierte Zelllinien von Mausfibroblasten 
Verwendung finden, die für jeweils eine bestimmte ADAM-Protease defizient sind. Lediglich 
Zellen, in denen ADAM10 ausgeschaltet ist, geben keinerlei löslichen Fas-Ligand in den 
Zellkulturüberstand ab. Eine Retransfektion von ADAM10 cDNA, nicht aber von ADAM17, 
stellt auch die Fähigkeit der Zellen wieder her, löslichen Fas-Ligand freizusetzen. Dies 
beweist die entscheidende Bedeutung von ADAM10 in der Freisetzung von löslichem FasL. 
Weder die Deletion von ADAM17 noch von ADAM9 oder ADAM15 reduzieren die Menge 
an löslichem FasL. Im Falle von ADAM9- und ADAM15-defizienten Zellen erscheint die 
Shedding-Rate sogar noch heraufgesetzt. Eine Erklärung für diese Beobachtung könnten 
Untersuchungen von  Cisse et al. liefern: Sie zeigten eine Beeinflussung der Prozessierung 
des Prion-Proteins durch ADAM10 bei Überexpression von ADAM9 (Cisse et al., 2005). 
Hier wird, im Gegensatz zu den in dieser Arbeit erhaltenen Befunden, dessen Shedding-Rate 
heraufgesetzt. Der Grund hierfür liegt in der Beobachtung, dass durch ADAM9-Expression 
im verstärkten Maße ADAM10 gesheddet wird, und diese lösliche Form von ADAM10 das 
ebenfalls lösliche Prion-Protein spalten kann. Für die Prozessierung von 
membrangebundenem TNF-α muss ADAM17 auch membrangebunden vorliegen, die 
Expression der löslichen Form hat wahrscheinlich keine Bedeutung für das TNF-α-Shedding 
(Itai et al., 2001; und Reddy et al., 2000). Dies ist in Analogie mit in dieser Arbeit gewonnen 
Daten aus Experimenten, in denen die Koexpression des FasL zusammen mit einer löslichen 
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Form von ADAM10 nicht zur Generierung von löslichem hFasL führte (nicht gezeigt). Im in 
vitro Spaltungsexperiment mit rekombinanten Proteinen konnte lösliches ADAM10 den 
rekombinanten hFasL spalten. Allerdings war selbst nach 14 Stunden Koinkubation nur ein 
kleiner Teil des hFasL gespalten, was darauf hindeutet, dass im zellulären System mit 
membrangebundenem Enzym/Substrat-Paar eine weit schnellere Spaltungskinetik vermittelt 
wird. Daher kann angenommen werden, dass eine verringerte Abspaltung von ADAM10 in 
ADAM9-defizienten Zellen gegeben ist, und daher mehr ADAM10 für die Prozessierung von 
FasL zur Verfügung steht. Diese Annahme wird durch Untersuchungen gestützt, die eine 
proteolytische Prozessierung von ADAM10 durch die Aktivität von ADAM9 und ADAM15 
beschreibt (Dieter Hartmann, Karina Reiss, Paul Saftig; persönliche Mitteilung). 
 
 
5.1.3 ADAM10 vermittelt die Freisetzung von löslichem Fas Ligand in T-
Zellen 
 
Endogen wird der FasL von NK-Zellen (naturalk killer cells) (Bossi et al., 1999), Monozyten 
(Kiener et al., 1997) sowie verschiedenen Krebszellen exprimiert. Im physiologischen 
Kontext von besonderer Bedeutung ist die FasL-Expression allerdings in aktivierten T-Zellen. 
Hier wird der FasL sowohl von CD4+-T-Zellen (Th1-Zellen) als auch CD8+-T-Zellen 
(zytotoxische T-Zellen) exprimiert.  
 Es konnte durch Elektroporation primärer T-Lymphozyten mit ADAM10 spezifischen 
siRNA-Oligonukleotiden die ADAM10-Expression stark herunterreguliert werden. Die so 
behandelten Zellen zeigten nach Restimulation ein vermindertes hFasL-Shedding. Somit 
konnte die essentielle Bedeutung von ADAM10 dieser Protease in der Freisetzung von 
löslichem hFasL aus T-Zellen nachgewiesen werden.  
Genauere kinetische Untersuchungen der FasL Prozessierung in einer klonalen CD4+-T-
Zelllinie bauten auf veröffentlichten Untersuchungen von Lettau et al., (2004) auf. Dort wird 
erstmals eine biphasische Oberflächenexpression des Fas-Liganden auf verschiedenen T- und 
NK- Zellen beschrieben. Unter Umgehung des T-Zell-Rezeptors mit PMA und Ionomycin 
restimulierte Zellen zeigen bereits nach wenigen Minuten eine starke Zunahme der FasL 
Oberflächenexpression, wie mittels durchflusszytometrischer Analysen bestimmt werden 
konnte. Nach der Abnahme dieses hohen FasL-Levels folgt ab ca. 40-60 Minuten wieder ein 
Anstieg der FasL-Oberflächenexpression, die in einem zweiten Maximum mündet. Dies wird 
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nach etwa 120 Minuten erreicht, wiederum gefolgt von einer Reduktion der FasL-
Oberflächenmenge.  
Die zugrundeliegenden Mechanismen dieses Expressionsmusters wurden durch Lettau et al. 
mithilfe von pharmakologischen Substanzen untersucht, die in den intrazellulären 
Vesikeltransport und in die Proteinbiosynthese eingreifen (Lettau et al., 2004). Dadurch 
konnte dem ersten Maximum eine Abhängigkeit von der Aktinpolymerisation und somit von 
oben beschriebenen Degranulationsprozessen nachgewiesen werden. Diese Prozesse sind 
durch Zugabe von Cytochalasin D und Latrunculin A inhibierbar. Zur Ausbildung des 
zweiten Maximums wird dagegen eine intakte Proteinsynthese-Maschinerie und der 
unbeeinträchtigte Proteintransport vom Endoplasmatischen Reticulum zum Golgi-Apparat 
benötigt, wie durch Inhibition dieser Prozesse mit Cycloheximid bzw. Brefeldin A gezeigt 
werden konnte. Neben Degranulationsprozessen scheint zur Ausbildung dieses zweiten 
Maximums auch der direkte Transport zur Zelloberfläche eine Rolle zu spielen. Der neu 
synthetisierte FasL vermittelt zusammen mit den anderen zytotoxisch Effektorproteinen die 
Eliminierung benachbarter Zellen (bystander killing) (Isaaz, et al., 1995). Diese zeitliche und 
räumliche FasL-Expressionskontrolle könnte zur selektiven Ausschaltung bestimmter 
Zelltypen beitragen.  
In enger Kooperation mit Marcus Lettau (AG Jannssen, Immunologie, CAU Kiel) wurde in 
dieser Arbeit der Effekt von Metalloprotesae-Inhibitoren auf die biphasische FasL-
Oberflächenexpression analysiert. Durch Zugabe von Metalloprotease-Inhibitoren, auch des 
preferentiellen ADAM10-Inhibitors GI254023, wurde eine Stabilisierung beider Maxima der 
FasL-Oberflächenexpression erreicht. Besonders in der zweiten Phase der 
Oberflächenexpresion wurde dieser stabilisierende Effekt deutlich.  
Zu einem hiermit übereinstimmenden Ergebnis führten auch die Immunoblot- und ELISA-
Analysen von aktivierten CD4+-T-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
PMA/Ionomycin-Stimulation. Der Inhibitor GI254023 verringerte hier, analog zur erhöhten 
Oberflächenexpression, die Freisetzung von löslichem FasL. Dies deutete darauf hin, dass die 
Ausbildung beider Maxima der FasL Oberflächenexpression in T-Zellen durch die Aktivität 
von ADAM10 herunterreguliert wird. Somit besitzt ADAM10 eine wichtige regulatorische 
Funktion in der FasL-Oberflächenexpression in restimulierten T-Lymphocyten.  
Obwohl keine detaillierten Untersuchungen zur Stabilität der N-terminalen Fragmenten 
durchgeführt wurden, deutete sich an, dass diese relativ schnell abgebaut werden: bereits nach 
20 Minuten waren die N-terminalen Fragmente, verhinderte man durch Zugabe von GI254023 
in die T-Zellkultur deren Neubildung, nicht mehr im Immunoblot detektierbar. Außerdem 
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wurde hier deutlich, dass der hFasL auch in nicht mit PMA und Ionomycin restimulierten T-
Zellen gesheddet wird. Hier könnte es sich sowohl um die Aktivität einiger aktivierter Zellen 
als auch um konstitutives FasL Shedding handeln. Eine tiefergehende Analyse dieses basalen 
FasL Sheddings in der T-Zellkultur wurde in dieser Arbeit nicht durchgeführt.  
Regulierte Intramembran-Proteolyse (RIPing) ist für eine Reihe von Typ I- 
Transmembranproteinen als grundlegend für Signaltransduktionsprozesse, in denen die 
freigesetzte intrazelluläre Domäne  eine genregulatorische Funktion erfüllt, beschrieben (de 
Strooper, 1999). So transloziert die intrazelluläre Domäne von Notch nach sequentieller 
Spaltung durch ADAM-Proteasen und Presenilin in den Zellkern, wodurch ein 
genregulatorisches Signal erreicht wird (Struhl et al., 1999). Neuere Untersuchungen legen 
nahe, dass auch TypII-Transmembranmoleküle einer sequentiellen regulierten Proteolyse 
durch die Aktivität von Signalpeptid Peptidasen (SPPs) unterliegen könnten (Mortoglio et al., 
2003). Als erstes Molekül, das aufgrund der Prozessierung durch ein Mitglied der SPPL-
Protease-Familie (SPP-like proteases) ein reverses Signaling vermittelt, wurde TNF-a 
identifiziert (Fluhrer et al, 2006; Friedmann et al., 2006).  
Dem hFasL wird auch eine Bedeutung als kostimulatorisches Molekül, das die Proliferation 
von T-Zellen unterstützt, zugeschrieben (Sun et al., 2006; Suzuki et al., 1998; Suzuki et al., 
2000, Desbarats et al., 1998). Hierfür kommt der zytoplasmatischen Domäne eine 
entscheidende und hinreichende Bedeutung zu (Sun et al., 2006). Kirkin et al. zeigen, dass 
ADAM10-prozessiertes N-terminales hFasL-Spaltfragment von der Signal-Peptid-Peptidase 
SPPL2a geschnitten wird (Kirkin et al., 2007). Dort ist beschrieben, dass dieser innerhalb der 
Plasmamembran lokalisierte Schnitt zur Freisetzung der intrazellulären Domäne des hFasL 
führt. Eine nachfolgende Lokalisation der intrazellulären Domäne in den Nukleus, die die 
Vorraussetzung zur Beeinflussung der Genexpression darstellt, konnte gezeigt werden. 
Eigene Experimente, die unter Verwendung von 293T-Zellen, die stabil verschiedene SPPL-
Proteasen überexprimieren, durchgeführt wurden, deuteten ebenfalls auf eine Prozessierung 
des hFasL durch SPPL2a hin. Allerdings wurden diese Befunde aufgrund der schlechten 
Reproduzierbarkeit sowie der Unwirksamkeit des SPP-Inhibitors (Z-LL)2-Keton auf ein 
möglicherweise durch die Aktivität von SPPL2a generiertes N-terminale Fragment in den 
entsprechenden 293T-Transfektanden nicht weiterverfolgt. 
Die physiologische Relevanz der experimentellen Befunde in Kirkin et al. ist  unklar, da sich 
die intrazelluläre Domäne in den dort gezeigten Experimenten als sehr instabil erweist, und 
sie lediglich unter Inhibierung des proteasomalen Abbaus mittels Lactacystein im 
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Immunoblot nachgewiesen werden konnte. Darüber hinaus wurden durch Kikin et al. keine 
Zielgene dieses potentiellen reversen Signalweges des FasL beschrieben.  
Dennoch könnte die FasL-Prozessierung durch ADAM10 einen entscheidenden Schritt im 
retrograden FasL-Signaling darstellen. Es wäre in diesem Zusammenhang denkbar, dass nicht 
das NTF1, sondern ein durch ADAM10 degradiertes Produkt des NTF1 das Substrat für 
SPPL2a darstellt, so dass hierdurch eine zeitliche Verzögerung des reversen FasL-Signals 
erreicht werden könnte. Zur Analyse dieser Hypothese wären genauere kinetische 
Untersuchungen der FasL-Degradierung, zum Beispiel mittels pulse-chase Experimenten, 
nötig. 
 
 
5.2 Physiologische Relevanz des ADAM10-vermittelten Fas 
Ligand Sheddings 
 
In der Literatur ist beschrieben, dass eine Metalloprotease-vermittelte Abspaltung des 
membrangebundenen Fas Liganden in einer Herunterregulation der zytotoxischen Aktivität 
der FasL-tragenden Zelle resultiert (Schneider et al., 1998). In diesem Zusammenhang 
wurden Zytotoxizitätsexperimente mit FasL-exprimierenden Lymphoblastoma Zellen (K562) 
und Chromium51-markierten FasL-sensitiven Jurkatzellen durchgeführt. Der Zusatz von 
Metalloprotease-Inhibitoren in Kokultur-Ansätze resultierte in einer verstärkten Lyserate der 
Jurkat-Zielzellen. Dabei hatte auch der ADAM10-spezifische Metalloprotease-Inhibitor 
GI254023 einen signifikanten Effekt.  
Es sind eine Reihe von FasL-exprimierenden Tumorzelllinien beschrieben. Nach dem sog. 
„tumor-counterattack“-Modell entziehen sich solche Tumore durch Eliminierung 
infiltrierender T-Zellen dem Zugriff des Immunsystems, indem sie in den Fas-sensitiven T-
Zellen Apoptose auslösen. Damit verschaffen sie sich, ähnlich dem Hodengewebszellen oder 
der Cornea (Ferguson et al., 2002) unter zu Hilfenahme des Fas/FasL-Systems einen 
immunprevelligierten Status. Eine Herunterregulation der ADAM10-Aktivität in FasL-
exprimierenden Tumorzellen würde deren Zytotoxizität gegenüber T-Zellen steigern.  
Inwieweit ein solcher Mechanismus in Tumorzellen, aber auch bei der Homöostase von 
immunpreviligiertem Gewebe, gegeben ist, könnte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.  
Darüber hinaus ist in diesem Zusammenhang ein weiterer interessanter Mechanismus 
beschrieben, durch den sich Tumore in Fas/FasL-System abhängiger Weise dem 
Immunsystem entziehen könnten. So zeigen Untersuchungen von Hallermalm et al. (2004), 
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dass gerade die Bindung von löslichem, autokrin sekretiertem FasL an den FasR der 
Tumorzellen diese vor der FasL- vermittelten Zytotoxizität der T-Zellen schützt. Nach diesem 
Modell würde gerade ein erhöhtes FasL Shedding das Überleben der Tumore fördern.  
Auf diese beiden Mechanismen wurde in dieser Arbeit in experimenteller Weise in 
begrenztem Umfang eingegangen, indem die zytotoxische Aktivität des löslichen FasL 
analysiert wurde. Hierzu sind in der Literatur unterschiedliche Angaben zu finden: Insgesamt 
ist ein Modell akzeptiert, in dem der lösliche FasL gegenüber der membrangebundenen Form 
eine geringere Zytotoxizität aufweist, und der lösliche FasL antiapoptotisch wirken kann. 
Interessanterweise könnte eine sekundäre Aggregation des lösliche FasL zu dessen Aktivität 
beitragen: Der lösliche FasL bindet als Trimer an seinen Rezeptor, weist aber in der 
hexameren Form eine erhöhte apoptotische Aktivität auf (Schneider et al., 1998, Holler et al., 
2003). Darüber hinaus scheint die Aktivität eine Abhängigkeiten von Mikroumgebung, 
Spaltstelle oder der Konzentration aufzuweisen (Hohlbaum et al., 2000, Vargo-Gogola et al.,  
b). 
In dieser Arbeit durchgeführte Untersuchungen mit ultrazentrifugierten Zellkulturüberständen 
ergaben eine zytotoxische Aktivität der ausschließlich durch ADAM10 prozessierten, 
löslichen hFasl-Form. Eine genauere Titration der Konzentrationsabhängigkeit der 
apoptotischen und möglicherweise antiapoptotischen Aktivität ging aber über die Zielsetzung 
dieser Arbeit hinaus.  
Duch die Restimulation von aktivierten T-Zellen über den T-Zellrezeptor/CD3-Komplex wird 
neben der FasL-Expression auch die Expression von Fas gesteigert (Klas et al., 1993). Durch 
Bindung des FasL wird dann in diesen Zellen im Rahmen des sogenannten Aktivierungs-
induzierten Zelltods (AICD) Apoptose ausgelöst. Dieser Prozess kann sowohl in autokriner 
als auch parakriner Weise angestoßen werden (Suizid/Fratrizid) (Nagata et al., 1995; Brunner 
et al., 1995; Dhein et al., 1995, Scott, D. W. et al., 1996). Auf diese Weise trägt das 
Fas/FasL-System in grundlegender Weise zur Beendigung einer Immunantwort und damit zu 
T-Zell Homöostase bei. Da eine verstärkte FasL-Oberflächenexpression das zytotoxische 
Potential der Zelle erhöht, könnte eine Zugabe von Metalloprotease-Inhibitoren 
Auswirkungen auf den Aktivierungs-induzierten Zelltod haben.  
Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden in vitro kultivierte, aktivierte CD4+ T-Zellen mit 
bakteriellem Superantigen restimuliert, wobei in Gegenwart von MP-Inhibitoren die FasL-
Oberflächenexpression gesteigert werden konnte. Damit korrelierend nahm in diesen 
Ansätzen der Anteil an toten Zellen zu, wobei auch der ADAM10-Inhibitor GI einen 
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deutlichen Effekt zeigte. Daraus kann geschlossen werden, dass die FasL-prozessierende 
Aktivität von ADAM10 eine Einfluss auf den Aktivierungs-induzierten Zelltod ausüben kann. 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Abb. 40: Die physiologische Bedeutung des Fas Ligand-Sheddings 
Löslicher Fas Ligand kann unter bestimmten Umständen Apoptose auslösen und wirkt chemotaktisch auf 
Makrophagen. Der membrangebundene Fas Ligand weist eine höhere apoptotische Aktivität gegenüber 
Zielzellen auf als der lösliche Fas Ligand. Daher wird durch die Aktivität von ADAM10 die Zytotoxizität des 
Fas Liganden herunterreguliert.  
Darüber hinaus könnte die Fas Ligand-Prozessierung durch ADAM10 den initialen Schritt für eine reverse 
Signalübertragung durch die intrazelluläre Domäne sein (IZD) darstellen. 
 
 
5.3 Regulatorische Aspekte des Fas Ligand-Sheddings 
 
In dieser Arbeit konnte die besondere Bedeutung von ADAM10 bei der Regulation des FasL-
Ektodomänen-Sheddings und der daraus resultierenden Beeinflussung der Zytotoxizität der 
FasL-exprimierenden Zellen nachgewiesen werden. Daran anschließend wurden Experimente 
durchgeführt, die zum Verständnis der molekularen Mechanismen beitragen sollten, die der 
Regulation sowie der Spezifität des ADAM10-vermittelten FasL-Sheddings zugrunde liegen.  
 
5.3.1 Untersuchung zur Endozytose des humanen Fas Liganden 
 
Zunächst wurde der Frage nach dem Verbleib von nicht abgespaltenem FasL bei Inhibition 
seines Sheddings durch Metalloprotease-Inhibitoren nachgegangen: Zwar kann, wie bisher 
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durch eine Reihe von Experimenten gezeigt wurde, die FasL-Oberflächenexpression durch 
Zugabe von Metalloprotease-Inhibitoren deutlich gesteigert werden. In einer Reihe von 
Experimenten wurde jedoch auffällig, dass die absolute zusätzliche FasL Menge, die bei 
reduziertem FasL-Shedding mit dem Zellpellet assoziiert bleibt, bei weitem nicht der Menge 
entspricht, die unter normalen Zellkulturbedingungen in den Zellkulturüberstand abgegeben 
worden wäre. Dies wird besonders nach der Quantifizierung durch den hFasL-spezifischen 
ELISA deutlich. Doch auch die Intensität der das Volllängenprotein repräsentierenden Bande 
in der Immunoblot-Analyse nimmt bei Inhibition des FasL-Sheddings nicht in signifikanter 
Weise zu. 
Untersuchungen von Nuygen et al. deuten an, dass Endozytoseprozesse zur Degradation des 
hFasL beitragen könnten. Daher wurde in dieser Arbeit untersucht, ob nicht abgespaltener 
FasL endozytiert wird. Dies würde die Vorraussetzung für eine lysosomale Degradation des 
FasL bilden, die den anscheinenden Verlust an Zellpellet-assoziiertem hFasL nach Inhibition 
des Sheddings erklären könnte.  
Die meisten der beschriebenen Endozytoseprozesse sind abhängig von der GTPase Dynamin-
2 (McNiven et al., 1998; Henley, et al., 1998), welche die Abschnürung von 
(endozytotischen) Vesikeln vermittelt. 
Da einige der mit FasL interagierenden Proteine, so CIP4, FBP17 und PACSIN1-3 
(persönliche Mitteilung Marcus Lettau) mit Dynamin interagieren (Itho 2005, Tsujita 2006, 
Kessels und Qualmann, 2004, Modregger et al., 2000), wäre eine Anbindung der FasL-
Expressionsregulation an die Dynamin-abhängige Endozytose denkbar. 
Die Überexpression einer dominant-negativen Dynamin-2 Mutante blockiert Clathrin- und 
viele Lipid Raft- abhängige Endozytosewege (Lajoie et al., 2007 und Referenzen darin). 
Durch Koexpression dieser Dynamin-Mutante mit dem hFasL in 293T-Zellen konnte jedoch 
keine Beeinflussung des FasL-Sheddings erreicht werden. Allerdings sind für einige Proteine 
auch Dynamin-2 unabhängige endozytotische Prozesse beschrieben worden (Damm et al., 
2005; Kirkham et al., 2005). Daher kann nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass der 
FasL bei Inhibition seines Sheddings in Dynamin-2 unabhängiger Weise endozytiert wird. 
Hier wäre ein Zusammenhang mit der Lipid Raft-abhängigen, Dynamin-unabhängigen 
Endozytose (Nichols et al., 2003) denkbar.  
Ebenfalls ist zu bedenken, dass der FasL in T-Zellen aufgrund eines spezialisierten Sets an 
Adapterproteinen andersgearteten endozytotischen Transportprozessen unterworfen sein 
könnte als in nicht-hämatopoetischen Zellen.  
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5.3.2 Besteht ein Zusammenhang zwischen Rezeptorbindung und Fas 
Ligand-Shedding ? 
 
Der Notch Rezeptor muss, um effizient von der Zelloberfläche abgespalten zu werden, an 
seinen Liganden Delta binden (Schroeter et al., 1998). Einige Befunde während der Analyse 
der proteolytischen Prozessierung der apoptotisch inaktiven hFasL-Mutante F275L, deuteten 
darauf hin, dass der FasL-Proteolyse einem ähnlichen Mechanismus zugrunde liegen könnte:  
In Immunoblot-Analysen von hFasL-Mutanten, die aufgrund definierter Punktmutationen 
nicht mehr oder stark eingeschränkt an den FasR binden (Schneider et al., 1997), wurden eine 
starke Reduktion der N-terminalen Spaltfragmente gefunden. Interessanterweise korrelierte 
dabei die Intensität dieser Banden mit der Fähigkeit zur Rezeptorbindung: Die hFasL-Mutante 
F275L bindet nicht mehr an den Rezeptor und zeigt einen nahezu vollständigen Verlust der 
N-terminalen Fragmente. Die hFasL-Mutante P206D, die noch eine schwache 
Rezeptorbindung besitzt, zeigt auch noch schwache Signale für die N-terminalen 
Spaltfragmente im Immunoblot. Ebenso führte die Anbringung eines HA-Tags oder eines 
Alkalische Phosphatase-Tags an den C-Terminus des hFasL zu einem Verlust der Apoptose-
Induktion (Daten nicht gezeigt) und vermindert die Bandenintensität der N-terminalen 
Spaltfragmente.  
Allerdings konnten für ein über die Rezeptorbindung vermitteltes Fasl-Shedding keinerlei 
Hinweise gefunden werden. Weder eine Störung der Interaktion des FasL mit  
membrangebundenen Fas Rezeptor durch Zugabe von löslichem Fas-Rezeptor noch die 
Herunterregulation der Fas-Expresion mittels Fas-spezifischer siRNA scheinen das hFasl-
Shedding in signifikanter Weise zu beeinflussen.  
Des Weiteren sprechen Befunde von Henkler et al., die auf eine hohe Stabiltät von 
supramolekularen Fas-FasL-Clustern hindeuten, gegen ein rezeptorinduziertes Shedding von 
FasL. Vielmehr bleiben Zellen über den Fas/FasL-Komplex über einen längeren Zeitraum 
miteinander verbunden (Henkler et al., 2005). Diese Beobachtung spräche für eine Inhibition 
des Fasl-Sheddings durch Bindung an den Fas-Rezeptor. 
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5.3.3 Ist das Fas Ligand-Shedding an intrazelluläre Signalwege 
gekoppelt? 
 
Die Aktivierung des Fas Rezeptors über die Bindung des FasL löst eine Signalkaskade aus, 
die einen apoptotischen Zelltod bewirkt. Dabei ist die schrittweise Aktivierung von 
verschiedenen Caspasen besonders charakteristisch. Es wäre denkbar, dass der FasL lediglich 
durch Zellen, in denen apoptotische oder damit verknüpfte Signalwege aktiv sind, gesheddet 
wird. Eine Apoptose-induzierte Aktivierung von ADAM10 oder einer anderen 
Metalloprotease, die den FasL prozessieren könnte, wäre möglich. Für eine Reihe von 
Substraten konnte eine Induktion des Sheddings durch Auslösung von Apoptose gezeigt 
werden. Zum Beispiel wird der IL-6-Rezeptor nach Behandlung von HepG2–Zellen mit 
agonistischem Fas-Antikörper verstärkt freigesetzt. Dies ist auf eine verstärkte, Caspasen-
abhängige und PKC-unabhängige Maturierung von ADAM17 zurückzuführen (Calahris et al., 
2006).   
Zur Untersuchung der Abhängigkeit des FasL-Sheddings von apoptoischen Prozessen wurde 
in 293T-Zellen, die mit der apoptotisch inaktiven hFasL-Variante F275L, die dem gld- 
Phänotyp zugrunde liegt transfizierten waren, mittels Staurosporin Apoptose induziert. 
Staurosporin ist ein potenter Kinase-Hemmer. Durch Staurosporinbehandlung werden die 
grundlegenden Mechanismen der Apoptose ausgelöst (Bertrand et al., 1994, Jacobsen et al., 
1996). Dennoch konnte durch Staurosporinbehandlung von Zellen, die die Wildtyp hFasL 
oder dessen Variante F275L exprimieren, Immunoblot keine Zunahme der N-terminalen 
Spaltfragmente nachgewiesen werden.  
Dieser Befund ist in Übereinstimmung mit der Beobachtung, dass das bisher beschriebene 
FasL-Prozessierungsmuster nicht durch Verhinderung der Apoptose während der WT-FasL-
Expression in 293T-Zellen mittels des Caspase-Inhibitors zVAD-fmk beeinflussbar ist. 
Wurden hFasL-transfizierte 293T-Zellen mit diesem Apoptose-Inhibitor behandelt, steigt 
zwar, sehr wahrscheinlich aufgrund der erhöhten Vitalität der Zellen, die 
Gesamtexpressionsrate des hFasL. Allerdings blieb das Verhältnis von den detektierten N-
terminalen Spaltfragmente zum Volllängenprotein hiervon unberührt (Daten nicht gezeigt). 
Diese Befunde sprechen gegen ein verstärktes FasL Shedding durch apoptotische Zellen.  
Die Fas-vermittelte Apoptose wird durch eine Vielzahl unterschiedlicher Mechanismen 
kontrolliert (Wajant et al., 2003). Neben der Vermittlung von apoptotischen Signalen wurde 
in den letzten Jahren eine nichtapoptotische Signalübertragung durch den Fas Rezeptor 
nachgewiesen. Einige der Fas-spezifischen Apoptose regulierenden Mechanismen könnten 
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auch nicht-apoptotisches Fas-Signaling vermitteln (Wajant, et al., 2003; Park et al., 2005), 
das wiederum einen Einfluss auf das FasL-Shedding haben könnte. 
Im nicht apoptotische Fas-Signaling kann es zu einer Aktivierung des Erk-Signalweges 
(Desbarats et al., 2003; Ahn et al., 2001), oder Jun Kinasen (Cardone et al., 1997) kommen. 
Wird die Apoptose geblockt, kann auch NF-κB durch Fas aktiviert werden (Mandal et al., 
1996, Wajant et al., 2003).  
Ob im Zuge der Aktivierung solcher nichtapoptotischen Signalwege des Fas Rezeptors auch 
das FasL-Shedding betroffen ist, wurde durch Verwendung von pharmakologischen 
Substanzen untersucht, die auf der Ebene der second messanger verschiedene Signalwege 
aktivieren. Ionomycin vermittelt den Einstrom von extrazellulärem Ca2+. Eine Erhöhung des 
zytosolischen Ca2+ Spiegels hat Einfluß auf verschiedene Signalwege. Klassischerweise wird 
durch diese Behandlung eine Aktivierung der CaM-Kinase sowie Proteinkinase C erreicht. 
Darüber hinaus bindet Calmodulin im Ca2+-gebundenem Zustand an den Fas-Rezeptor bei 
dessen Aktivierung (Chen et al., 2007). Der Phorbolester PMA weist eine stimulatorische 
Wirkung auf PKCs auf. Auch die Aktivierung von PKC ist, wie oben erwähnt, für das nicht-
apoptotische Fas-Signaling beschrieben worden. 
Daher könnten durch die Ionomycin- oder PMA-Stimulation Signalwege angestoßen werden, 
die nach Aktivierung des Fas-Signaling ein Shedding des FasL herbeiführen. In diesem Fall 
würden auch FasL-Mutanten, die wegen fehlender oder reduzierter Rezeptorbindung keine 
Aktivierung von Fas-Signalwegen vermitteln können, proteolytisch freigesetzt werden.  
In den dazu durchgeführten Experimenten wurde deutlich, dass weder die Zugabe von 
Ionomycin noch PMA das Shedding des Wildtyp-FasL noch der hFasL-Varianten F275L oder 
FasL-AP, die wahrscheinlich keine Bindung an den FasR zeigen, beeinflusste. Daher scheint 
es insgesamt, dass weder das Wildtyp- FasL-Shedding noch die Prozessierung von FasL 
F275L durch Signalwege beeinflusst werden, die die Aktivierung von PKC, JunK, Caspasen, 
MAP-Kinasen oder Calmodulin-abhängige Signalübertragung beinhalten. 
Ein alternativer Erklärungsansatz für die beobachteten Defekte im Shedding der FasL 
Rezeptorbindungsmutanten könnte von der Charakterisierung der dem F275L Mutante durch 
Schreiber et al. (1997) ausgehen. Sie zeigen eine mit dem Wildtyp-FasL vergleichbare 
Glykosylierung von FasL F275L. Interessanterweise weisen sie jedoch Defekte in der 
Trimerisierung der löslichen Form der F275L-Mutante nach (Schneider 1997). Dadurch wird 
allerdings nicht die Oberflächenexpression dieser Mutante beeinträchtigt (Hahne et al., 1995). 
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Insgesamt sprechen die Befunde daher dafür, dass die von Schneider et al. beschriebene 
Konformationsänderung, die zu Defekten in der Trimerisierung des hFasL führt, die 
ADAM10/FasL Interaktion stört.  
Es wäre interessant zu untersuchen, inwieweit dabei die Konformation an sich oder eine 
Verhinderung der Trimerisierung der beeinträchtigten FasL-Prozesssierung zugrunde liegen 
würde. 
 In allen in dieser Arbeit verwendeten Zelltypen wurde der Wildtyp-hFasL in hohem Maße 
konstitutiv von der Zelloberfläche abgespalten. Durch Reagenzien wie Ionomycin oder dem 
cholesteroldepletierendem Methyl-Cyclodextrin, für die in vielen Zusammenhängen eine 
stimulatorische Wirkung auf Shedding-Ereignisse beschrieben worden ist, konnte für FasL 
keine Beeinflussung des Sheddings erreicht werden. Der Phorbolester PMA hatte lediglich 
eine sehr geringe stimulatorische Wirkung auf die Prozessierung von Wildtyp-FasL.  
Die entscheidende regulatorische Ebene der FasL-Expression in zytotoxischen T-Zellen 
könnte daher der kontrollierter Transport der sekretorischen Lysosomen zur Zelloberfläche 
sein.  
  
 
5.4 Untersuchungen zur Substratspezifität und Regulation von 
ADAM10 und ADAM17 
 
Es ist in weiten Teilen unklar, auf welche Weise ADAM-Proteasen ihre spezifischen 
Substrate erkennen und welche molekularen Mechanismen der Regulation ihrer 
proteolytischen Aktivität zugrunde liegen.  
Bisher konnten keinerlei Konsensussequenz im Bereich der Spaltstellen der ADAM-Substrate 
gefunden werden. Daher müssen Bereiche entfernt der Spaltstelle des Substrats bzw. des 
aktiven  Zentrums der Protease zur Regulation und Spezifität der proteolytischen 
Substratfreisetzung beitragen (Seals und Courtneige, 2003). 
Zur Eingrenzung von Bereichen unterschiedlicher ADAM-Proteasen wurden durch 
verschiedene Gruppen chimäre ADAM-Proteasen und/oder chimäre ADAM-Substrate 
erzeugt (u.a. Reddy et al., 2000; Smith et al., 2003; Horiuchi et al., 2006; Fors et al., 2001; 
Chen et al., 1995).  
In dieser Arbeit wurden zur Durchführung solcher Analysen chimäre DNA-Konstrukte 
hergestellt, die aus Sequenzen bestehen, die für definierte Domänen von ADAM10 und 
ADAM17 kodieren.  
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Für alle in 293T oder Cos7-Zellen exprimierten chimären Proteasen konnte eine mature Form 
detektiert werden. Hierbei sind leichte Unterschiede im Verhältnis von Proform zu maturer 
Form zwischen den Chimären zu erkennen. Daher könnten solche chimären Proteasen eine 
Beeinträchtigung ihrer Reifung zur maturen Form und damit Aktivität aufweisen.  
Beispielweise wurde für das Konstrukt TTTK, in dem die zytoplasmatische Domäne von 
ADAM17 gegen die entsprechende Domäne von ADAM10 ausgetauscht worden war, sowohl 
ein relativ schwaches Signal für die mature Form in der Immunoblot-Analyse, als auch eine 
abweichende Lokalisation in der Immunfluoreszenz gezeigt. Dennoch konnte, wie unten 
näher erläutert, eine mit ADAM17 vergleichbare proteolytische Aktivität gegenüber  
TNF-alpha für diese chimäre Protease gezeigt werden.  
Weiterhin zeigten alle chimären Proteasen eine ähnliche, wenn auch nicht völlig gleiche 
Lokalisation in der Immunofluoreszenz-Analyse nach Überexpresion in Cos7-Zellen. Für alle 
überexprimierten Chimäre konnte zumindest ein kleiner Anteil an der Zelloberfläche 
lokalisiert werden. Daher kann insgesamt davon ausgegangen werden, dass alle hergestellten 
chimären ADAM- Proteasen zur Zelloberfläche transportiert werden können und potentiell 
aktiv sind. 
 
 
5.4.1 Chimärenstudien zur Regulation der Fas Ligand-Proteolyse 
 
Der Austausch definierter Domänen von ADAM10 oder des hFasL gegen ADAM17 bzw. 
hTNF-α haben unterschiedlich starke Auswirkungen auf die FasL-Shedding-Rate. So kann 
die Metalloprotease-Domäne von ADAM10 nicht durch die Metalloprotease-Domäne von 
ADAM17 ersetzt werden, was eine Spezifität der ADAM10-Metalloprotease-Domäne für den 
FasL zeigt. Diese Spezifität wird allerdings nicht alleine durch die Metalloprotease-Domäne 
vermittelt. Weiterhin muss die erzeugte Chimäre die Disintegrin-/cysteinreiche Domäne und 
überraschenderweise auch die Transmembrandomäne von ADAM10 zusammen mit der 
Metalloprotease-Domäne besitzen. Sind diese drei Domänen vorhanden, wird der FasL im 
Vergleich zu Wildtyp-ADAM10 mit etwa der halben Rate freigesetzt. Zur Erreichung der 
vollen Aktivität scheint auch die zytoplasmatische Domäne von ADAM10 beizutragen.  
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5.4.2 Die mögliche Rolle der zytoplasmatischen Domäne von ADAM10 im 
Fas Ligand-Shedding 
 
War die zytoplasmatische Domäne von ADAM10 deletiert (Konstrukt KKK) oder durch die 
zytoplasmatische Domäne von ADAM17 ausgetauscht (Konstrukt KKKT), wurde nur eine 
halbmaximale Freisetzungsrate von löslichem FasL erreicht. Im Gegensatz dazu spielte die 
zytoplasmatische Domäne von ADAM17 für das hTNF-α-Shedding keine Rolle, weshalb hier 
wahrscheinlich ein FasL-spezifischer Effekt vorliegt. Zusätzlich deutet auf die spezifische 
Bedeutung der zytoplasmatischen Domäne von ADAM10 im Bezug auf das FasL-Shedding 
der Befund, dass ein Austausch der zytoplasmatischen Domäne von ADAM10 gegen die 
zytoplasmatische Domäne von ADAM17 nicht das konstitutive Shedding von hTNF-α 
beeinträchtigte. Daher kann angenommen werden, dass dieses Konstrukt prinzipiell eine volle 
Aktivität erreichen kann.  
Darüber hinaus führte auch die Deletion der zytoplasmatischen Domäne des FasL zu einer 
Halbierung der hFasL-Freisetzungsrate. Der Austausch dieser Domäne gegen die 
zytoplasmatische Domäne von hTNF-α hat eine noch stärkere Beeinträchtigung des hFasL- 
Sheddings zur Folge. 
Interessanterweise ist die Expression des ADAM10-Konstrukts mit deletierter 
zytoplasmatischer Domäne (KKK) in jeglichen Koexpressionsexperimenten mit 
Mausfibroblasten unter der Nachweisgrenze im Immunoblot geblieben. Dennoch wurde die 
gleiche hFasL-Shedding-Aktivität erreicht wie durch das Konstrukt KKKT (Austausch der 
zytoplasmatischen ADAM10-Domäne gegen die zytoplasmatische Domäne von ADAM17). 
Diese Chimäre zeigte eine sehr gute, mit Wildtyp-ADAM10 vergleichbare Expression. Auch 
wenn eine inhibitorische Wirkung der zytoplasmatischen Domäne von ADAM17 auf das 
hFasL-Shedding nicht ausgeschlossen werden kann, sprechen diese Befunde dafür, dass eine 
relativ geringe Proteasemenge eine hohe Freisetztungsrate des Substrats erreichen kann. Eine 
ähnliche Beobachtung im Bezug auf das Shedding von EGF-Liganden wird in einer 
Veröffentlichung von Horiuchi et al. (2006) in gleicher Weise diskutiert.  
Die zytoplasmatischen Domänen von ADAM10 als auch des hFasL besitzen SH3-
Bindedomänen. Ein SH3 Bindemotif in der intrazellulären Domäne von ADAM10 
(Positionen 708-715) wurde als basolaterales Sortierungsmotif in polarisierten epithelialen 
Zellen identifiziert, ohne dass die dieser Beobachtung zugrundeliegenden molekularen 
Mechanismen analysiert wurden (Wild-Bode et al., 2006).  
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Der hFasL bindet über seine prolinreiche Domäne eine Reihe von Signalproteinen mit SH3- 
und WW-Domäne (Janssen et al., 2003; Ghadimi et al., 2002; Wenzel et al., 2001; Lettau et 
al., 2006; Baum et al., 2005; Qian et al., 2006; Thornbill et al., 2007). So ist unter anderem 
eine Interaktion mit Proteinen wie den Src-verwandten Kinasen Fyn, LcK und Fgr oder 
Adapterproteine wie Nck1 Grb-2, FBP17, CD2BP1 und PACSIN1-3,  beschrieben. Hier ist 
ihre Beteiligung an der regulierten Lokalisation des FasL in sekretorischen Lysosomen sowie 
den Transport in die imunologische Synapse gezeigt.  
Interessanterweise scheint PACSIN3 auch die zytoplasmatische Domäne von ADAM10 über 
seine SH3-Domäne zu binden (Mori et al., 2003). Daher wäre u.a. eine PACSIN3-vermittelte 
Lokalisation beider Proteine in den in dieser Arbeit verwendeten 293T-Zellen und 
Mausfibroblasten denkbar.  
Das Adapterprotein Eve-1 enthält einige SH3 Domänen und bindet, wie durch 
Koimmunprezipitationsversuche herausgefunden wurde, die zytoplasmatischen Domänen von 
ADAM9, 10, 12, 15 und 17, wobei diese Bindung das Phorbolester-stimulierte Shedding von 
TGF-α, HB-EGF, Amphiregulin und Epiregulin positiv beeinflusst (Tanaka et al., 2004). 
Auch dieses Protein könnte daher das effiziente ADAM10-vermittelte Shedding von FasL 
vermitteln.  
Eine direkte Interaktion von ADAM10 und dem FasL über ihre zytoplasmatischen Domänen 
erscheint unwahrscheinlich: Neben dem Fehlen offensichtlicher Interaktionsmotive konnte 
auch keine ADAM Protease bei der Identifizierung von Interaktionspartnern der prolinreichen 
Domäne des FasL gefunden werden (Ghadimi et al., 2002; Baum et al., 2005) 
Interessanterweise zeigten sowohl Jodo et al. (2005) für ein FasL-Konstrukt, das eine 
Deletion der Aminosäuren 2-33 trägt, als auch Zuccato et al. (2007) für FasL-Mutanten mit 
mutierten N-terminalen Tyrosinresten eine starke Erhöhung der Oberflächenexpression. 
Obwohl dies durch Zuccato et al. mit einer Beeinträchtigung der Sortierung des FasL erklärt 
wird, wäre es interessant zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen der intrazellulären 
Phosphorylierung des FasL und dessen Shedding besteht. Hierbei könnte ein nicht 
identifiziertes Adapterprotein sowohl mit zytoplasmatisch lokalisierten, potentiell 
phosphorylierbaren Tyrosinresten des FasL als auch mit der prolinreichen Domäne im 
zytoplasmatischen Bereich von ADAM10 interagieren. 
Zwar konnte das hFasL-Shedding nicht in großem Umfang durch PMA oder Ionomycin 
stimuliert werden. Dennoch wäre es denkbar, dass einige chimäre Proteasen durch Austausch 
bestimmter Domänen von ADAM10 und ADAM17 die Fähigkeit zur PMA-induzierten 
proteolytischen Prozessierung des FasL erlangen. Es wurde in eini
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diskutiert, dass durch die Phosphorylierung von Threonin735 in der zytoplasmatischen 
Domäne von ADAM17 eine Stimulation des Sheddings erreicht werden kann (Diaz-
Rodruigez et al., 2002; Soond et al., 2005). Hierbei wurde ein Zusammenhang zwischen der 
Erk-abhängigen Phosphorylierung von Threonin735 und der Maturierung durch Induktion des 
Transports zur Zelloberfläche hergestellt (Soond et al., 2005).  
Daher wurde untersucht, ob durch Zugabe von PMA eine Stimulation der FasL-Prozessierung 
bei Koexpression der ADAM10/17-Chimäre erreichbar ist. Doch auch in dieser Analyse war 
keine signifikante Beeinflussung der hFasL Shedding-Rate durch PMA erkennbar (Daten 
nicht gezeigt). Ebenso konnten durch Immunoblot-Analysen keine PMA-induzierte 
Maturierung der Chimäre nachgewiesen, da sich das Verhältnis von Proform zu maturer Form 
nicht signifikant durch PMA Zugabe zu den mit den chimären Proteasen transfizierten 293T-
oder Cos7-Zellen änderte. Ebenso konnte in der Immunfluoreszenz keine Änderung der 
Lokalisation der Chimären durch PMA-Stimulation erreicht werden  (Daten nicht gezeigt).  
 
 
5.4.3 Die mögliche Rolle der ADAM10-Transmembrandomäne im Fas 
Ligand-Shedding 
 
Von besonderer Bedeutung für das FasL-Shedding durch ADAM10 scheint 
überraschenderweise die Transmembrandomäne zu sein. Sowohl ein Austausch der 
Transmembrandomäne von hFasL gegen die Transmembrandomäne von hTNF-α als auch der 
Transmembrandomäne von ADAM10 gegen die ADAM17-Transmembrandomäne 
(Konstrukt KKTT und KKTK) führen zu einem fast vollständigen Verlust des hFasL-
Sheddings.  
Eine Erklärung für die Bedeutung der Transmembrandomäne könnten Analysen der 
Prozessierung des Wachstumshormonrezeptors (growth hormone receptor, GHR) bringen 
(Yang 2007): Der Wachstumshormonrezeptor liegt schon vor Bindung des 
Wachstumshormons dimerisiert vor, die Bindung des Liganden führt zur Aktivierung der 
zytoplasmatisch GHR-assoziierten Janus Kinase 2. Der Austausch der Transmembrandomäne 
gegen die Transmembrandomäne des „Low Density Lipoprotein Rezeptors“ (LDLR) hat keine 
Auswirkung auf die Dimerisierung, und auch die Antwort auf Stimulation durch 
Wachstumshormon bleibt vergleichbar. Interessanterweise jedoch konnte die LDLR/GHR-
Chimäre weit weniger stark durch ADAM17 nach PMA Induktion gesheddet werden. 
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Darüber hinaus konnte die Stimulation des LDLR/GHR-Chimäre durch einen  
Konformations-sensitiven inhibitorischen anti-Wachstumshormonrezeptor-Antikörper weit 
weniger stark herunterreguliert werden als im Falle des Wildtyp-Wachstumshormonrezeptor. 
Die Autoren diskutieren, dass sich die Konformation oder Orientierung der extrazellulären 
Domäne im Juxtamembranbereich in Abhängigkeit von der Transmembrandomäne verändern 
könnte, was zu einer Veränderung des Shedding-Musters führt. Die Transmembrandomäne 
von ADAM10 könnte in ähnlicher Weise die Konformation der Juxtamembranregion des 
Enzyms beeinflussen und auf diese Weise das Shedding beeinflussen. Es könnte sein, dass 
schon eine kleine Änderung der Konformation oder Orientierung dieser Region der 
extrazellulären Domäne nach Austausch der Transmembrandomäne das FasL-Shedding 
beeinflusst. 
In diesem Zusammenhang sind auch die Veröffentlichungen von Takeda et al. (2006) und 
Igarashi et al. (2007) zu berücksichtigen. Durch Lösung der Kristallstruktur der ADAM-
homologen Schlangengiftprotease VAP1 wurde eine sogenannte hypervariable Region 
identifiziert, die aufgrund ihrer Lage und Zusammensetzung als Protein-Protein-
Interaktionsregion für die spezifische Substraterkennung durch ADAM-Proteasen 
angenommen wird. Sie liegt in der C-förmig gefalteten Ektodomäne gegenüber dem aktiven 
Zentrum und weist bei verschiedenen ADAM Proteasen in Zahl und Art unterschiedliche 
Aminosäurereste auf, die die Substratbindung vermitteln können. Auch Janes et al. (2005) 
beschreiben den gleichen membranproximalen Bereich von ADAM10 aufgrund der gelösten 
Kristallstruktur der ADAM10-Disintegrin/cysteinreichen Domäne als verantwortlich für die 
Substratbindung.  
Auch der Austausch der Transmembrandomäne des hFasL gegen die korrespondierende 
Domäne des hTNF-α reduziert das hFasL-Shedding sehr stark. Hier könnte ebenfalls 
angenommen werden, dass die korrekte Konformation des membranproximalen Abschnitts 
des hFasL, die eine Vorraussetzung für eine Erkennung durch die hypervariable Region von 
ADAM10 ist, von der Transmembrandomäne des hFasL abhängt.  
Eine weitere prinzipielle Möglichkeit zur Regulation des Sheddings des FasL könnte durch 
dessen Lokalisation in Lipid Rafts gegeben sein. Diese cholesterol-und sphingolipidreiche 
Mikrodomänen spielen, wie kürzlich entdeckt wurde, eine wichtige Rolle bei der Regulation 
des Sheddings von APP (Kojro et al., 1998) CD30 (von Tresckow et al., 2004), Interleukin-6-
Rezeptor (Matthews et al., 2003) oder L-Selektin (Phong et al., 2003). Die Aktivität von 
ADAM19 ist mit Lipid Rafts assoziiert (Wakatsuki et al., 2004). 
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Eine Lipid Raft-Lokalisation wird für den FasL zum Großteil durch die intrazelluläre 
prolinreiche Domäne vermittelt (Cahuzac et al., 2006). Thiel et al. zeigten 2007 eine starke 
Ankonzentration der maturen Form von ADAM17 in der Detergenz-unlöslichen Raft 
Fraktion, wohingegen für ADAM10 bisher keine Lokalisation in Lipid Rafts beschrieben 
worden ist. ADAM10 und 17 unterscheiden sich stark in der Länge und Sequenz der 
zytoplasmatischen Domänen, und auch die Transmembrandomänen weisen keine starke 
Konservierung auf. Daher wurde untersucht, ob durch Depletion von Cholesterol mittels 
Methycyclodextrin, was zu einer Zerstörung von Lipid Rafts führt, eine Induktion des FasL-
Sheddings möglich ist. Sollten die Metalloprotease-Domäne und Transmembrandomäne von 
ADAM10 die Spezifität für den FasL vermitteln, Transmembandomäne und/oder 
zytoplasmatische Domäne von ADAM17 jedoch zu einer differentiellen Lokalisation in Lipid 
Rafts führen, könnte die Cholesteroldepletion eine Interaktion von Protease und Substrat und 
damit das Shedding wiederherstellen. Eine Zugabe von Methylcyclodextrin führte jedoch 
nicht zu einer verstärkten hFasL-Prozessierung durch irgendeines der unterschiedlichen 
Konstrukte bei Koexpression in ADAM10-defizienten Mausfibroblasten (Daten nicht 
gezeigt).  
Insgesamt muss in Bezug auf die Lokalisation und Interaktion von FasL und ADAM10 
bedacht werden, dass die gewonnenen Ergebnisse durch Überexpressionsexperimente in 
Mausfibroblasten und 293T-Zellen gewonnen wurden. In hämatopoetischen Zellen werden 
allerdings spezifische Sets von Adapterproteinen und Kinasen exprimiert, die mit ADAM10 
und dem FasL interagieren könnten. Im Besonderen verläuft die Sortierung des FasL in diesen 
Zellen aufgrund seiner Speicherung in sekretorischen Lysosomen grundsätzlich anders als in 
anderen Zelltypen (Blott et al.,, 2001). Daher können die in dieser Arbeit erbrachten Befunde 
nicht ohne weiteres auf Zellen aus der hämatopoetischen Reihe übertragen werden. 
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Abb. 41: Schematische Darstellung des hFas Ligand-Sheddings durch ADAM10 
(a) Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse zum Fas Ligand-Shedding deuten auf eine essentielle Funktion 
der Metalloprotease-Domäne(MP), der Disintegrindomäne (DIS) zusammen mit der cysteinreichen Domäne 
(Cys),  und der Transmembrandomäne  (TMD) hin. Zusätzlich könnten nicht identifizierte Adapterproteine, die 
an den zytoplasmatischen Domänen (ZPD) binden, an der effizienten Interaktion oder einer ähnlichen Sortierung 
von ADAM10 und dem Fas Ligand beteiligt sein. Über membrannahe Sequenzen innerhalb der cysteinreichen 
Domäne, die zwischen verschiedenen ADAMs wenig konserviert sind, ist wahrscheinlich ein Teil der 
spezifischen Substraterkennung vermittelt. (b) Eine Veränderung der Transmembrandomäne könnte die 
Orientierung und/oder Konformation der extrazellulären Domänen beeinflussen, so dass der hFasL nicht mehr 
erkannt wird. Dies würde die Inaktivität von ADAM10, das die Transmembrandomäne von ADAM17 enthält, 
erklären.   
 
 
5.4.4 Chimärenstudien zur Regulation der TNF-Proteolyse durch 
ADAM17 
 
In weiteren Experimenten wurde versucht, Domänen von ADAM17 und hTNF-α zu 
identifizieren, die das konstitutive und stimulierte Shedding von hTNF-α vermitteln. 
In Vorversuchen konnten die bekannten Erkenntnisse reproduziert werden, dass ADAM17 
den hTNF-α sowohl konstitutiv als auch PMA-stimulierbar nach dessen Überexpression aus 
Mausfibroblasten freisetzten kann. In dieser Arbeit konnte darüber hinaus gezeigt werden, 
ADAM17-TMD 
a b 
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dass ADAM10 kein PMA-induziertes, jedoch ein effizientes konstitutives hTNF-α-Shedding 
vermitteln kann. 
In den Analysen kamen neben ADAM10- bzw. ADAM17-defizienten Mausfibroblasten auch 
ADAM10/ADAM17-doppeldefiziente Mausfibroblasten zum Einsatz, die in der 
Arbeitsgruppe durch Kreuzung von heterozygoten ADAM10+/--mit ADAM17+/--Mäusen 
generiert worden waren. Da diese Zellen weder konstitutiv noch in PMA-stimulierbarer 
Weise hTNF-α shedden konnten, bildeten sie eine ideale experimentelle Grundlage für die 
Analyse des hTNF-α-Sheddings mittels ADAM10/ADAM17-Chimären. 
In den in erster Linie auf hTNF-α-spezifischen ELISA-Analysen basierenden Versuchen 
stellte sich heraus, dass es für das hTNF-α-Shedding unerheblich zu sein scheint, ob die 
Metalloprotesedomäne von ADAM10 oder ADAM17 stammt. Dies ist plausibel, da beide 
Proteasen prinzipiell hTNF-α shedden können. Die Möglichkeit des konstitutiven und/oder 
stimulierten hTNF-α-Sheddings schien dagegen durch nachfolgende Domänen bestimmt. 
Dies steht im direkten Gegensatz zu einer Veröffentlichung von Reddy et al. (2000), in der 
ähnliche Experiment beschrieben sind. Hier konnte die Metalloprotease-Domäne von 
ADAM10 nicht die Metalloprotease-Domäne von ADAM17 ersetzten. Es wurde dort die 
Grenze der Metalloprotease-Domäne von ADAM10 drei Aminosäuren weiter C-terminal 
definiert. Dieser kleine Unterschied könnte Auswirkungen auf die Aktivität der Chimäre 
haben. Die durchgeführten Analysen, die in Reddy et al., (2000) gezeigt werden, sind bei 
weitem nicht so umfangreich wie die in dieser Arbeit beschriebenen. So wurde zum Beispiel 
nicht das unstimulierte Shedding der dort benutzten ADAM10/ADAM17-Chimäre untersucht.    
Die Deletion der zytoplasmatischen Domäne von ADAM17 hatt in dieser Arbeit keinerlei 
Auswirkung auf beide Shedding-Arten von hTNF-α. Dies ist in Übereinstimmung mit Reddy 
et al. (2000) und Fan et al., (2003). Auch Horiuchi et al. wiesen 2007 nach, dass die 
zytoplasmatische Domäne von ADAM17 nicht notwendig für das PMA-induzierte Shedding 
von TGF-α ist.  
Wie im Falle des hFasL-Sheddings durch ADAM10 scheinen auch hier die Disintegrin-
/cysteinreiche Domäne und die Transmembrandomäne von ADAM17 eine funktionelle 
Einheit zu bilden. Allerdings besteht die Funktionalität nicht in erster Linie in der Vermittlung 
des konstitutiven Sheddings. Vielmehr müssen beide Domänen, weitgehend unabhängig von 
der Identität der Metalloprotease-Domäne, in einer chimären Protease vereint sein, um neben 
dem konstitutiven hTNF-α-Shedding auch ein PMA-stimulierbares hTNF-α-Shedding zu 
erreichen.   
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Man könnte hier im Zusammenhang mit der Bedeutung der Transmembrandomäne einen 
zugrundeliegenden Mechanismus diskutieren, der sich an oben erwähnte Ergebnissen aus der 
Veröffentlichung von Yang et al., anlehnt (Yang et al., 2007). Wie dort beschrieben, könnte 
auch hier, allerdings auf der Seite von ADAM17, eine über die Transmembrandomäne 
vermittelte Konformationsänderung oder Orientierung der extrazellulären Domäne, die durch 
PMA-Stimulation erreicht wird, die Vorraussetzung für das PMA-induzierte TNF-α-Shedding 
durch ADAM17 sein. Durch den Austausch der Transmembrandomäne von ADAM17 gegen 
die Transmembrandomäne von ADAM10 könnte die extrazellulär membranproximal 
gelegene hypervariable Region von ADAM17 durch PMA-Stimulation nicht mehr die 
Konformation oder Orientierung einnehmen, um den TNF-α in verstärktem Maße shedden zu 
können.  
Auf der Seite des TNF-α scheint der Austausch der Transmembrandomäne von hTNF-α 
gegen die Transmembrandomäne des hFasL sowohl konstitutives als auch PMA stimuliertes 
Shedding negativ zu beeinflussen. Dies gilt noch stärker für den entsprechenden Austausch 
der zytoplasmatischen Domäne. Dies ist ebenfalls ein überraschender Befund, denn für viele 
ADAM-Substrate konnte gezeigt werden, dass ihr PMA-induziertes Shedding lediglich von 
der extrazellulären Domäne bestimmt wird (Brakebusch et al., 1994; Chen et al., 1995; 
Mullberg et al., 1994; Sisodia et al., 1992; Sadhukhan et al., 1998). Zur Verifizierung einer 
Bedeutung der zytoplasmatischen Domäne von TNF-α für dessen Shedding müsste die 
proteolytische Freisetzung eines TNF-Konstrukts mit deletierter zytoplasmtischer Domäne 
analysiert werden. 
 
Zusammenfassung 
  118 
6 Zusammenfassung 
 
Der Fas Ligand ist als Apoptose-induzierendes Molekül auf der Oberfläche von T-und NK-
Zellen, einigen Tumorzellen sowie Zellen immunpreviligierten Gewebes beschrieben. Die 
proteolytische Freisetzung des humanen Fas Liganden trägt zur negativen Regulation der 
apoptotischen Aktivität dieses Todesliganden bei. 
Obwohl ein erhöhtes Serumlevel des löslichen Fas Liganden mit verschiedenen 
Krankheitsbildern assoziiert erscheint, ist die Fas Ligand-freisetzende Protease bisher nicht 
identifiziert worden.  
In dieser Arbeit konnte durch pharmakologische, biochemische und genetische Analysen die 
Metalloprotease ADAM10 als diejenige Protease identifiziert werden, die in kritischer Weise 
das Shedding des Fas Liganden vermittelt. Dabei konnte die essentielle Bedeutung von 
ADAM10 als Fas Ligand Sheddase sowohl in Mausfibroblasten als auch in humanen 
epithelialen und hämatopoetischen Zellen gezeigt werden. 
Eine Verstärkung der Fas Ligand-vermittelten Zytotoxizität von Tumorzellen durch 
spezifische ADAM10-Inhibition konnte nachgewiesen werden. Somit könnte eine 
Fehlregulation der ADAM10-Aktivität in Tumorzellen eine Rolle im sogenannten „tumor 
counterattack“ spielen. Darüber hinaus konnte durch ADAM10-Inhibition im Fas Ligand-
abhängigen aktivierungsinduzierten Zelltod von T-Zellen eine erhöhte Apoptoserate erreicht 
werden. Daher könnte die ADAM10-Aktivität einen bedeutsamen Beitrag zur Regulation des 
aktivierungsinduzierten Zelltods leisten.  
Aufgrund von Untersuchungen zur Regulation des Sheddings des Fas Liganden erscheinen 
eine Abhängigkeit des FasL-Sheddings von der Fas-Rezeptorbindung sowie die Endozytose 
von Oberflächen-FasL unwahrscheinlich. Dafür legt das Prozessierungsmuster von inaktiven 
humanen Fas Ligand-Mutanten nahe, dass der Fas Ligand als Trimer abgespalten werden 
könnte. 
Analysen zur Vermittlung der Substratspezifität wurden mit Hilfe von chimären 
ADAM10/ADAM17 Proteasen durchgeführt, in denen verschiedene Domänen von ADAM10 
gegen die entsprechenden Domänen der homologen Protease ADAM17 (TACE), die den 
FasL nicht proteolytisch prozessieren kann, ausgetauscht wurde. Hier zeigte sich eine 
Beteiligung aller Domänen von ADAM10 an der spezifischen proteolytischen Prozessierung 
des humanen Fas Liganden. Dabei sind die extrazellulär gelegenen Domänen sowie die 
Transmembrandomäne essentiell, die zytoplasmatische Domäne von ADAM10 trägt lediglich 
einen Teil zur Spezifität des Fas Ligand-Sheddings bei.  
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Des Weiteren konnte in dieser Arbeit mithilfe von ADAM10/ADAM17 doppeldefizienten 
Mausfibroblasten gezeigt werden, dass ADAM10 den humanen TNF-α effektiv konstitutiv, 
nicht jedoch PMA-stimulierbar freisetzen kann. Die Untersuchungen zur Regulation und 
Spezifität des humanen TNF-α-Sheddings mit Hilfe der ADAM10/ADAM17 Chimären 
führten zu der Identifizierung einer funktionellen Einheit aus Transmembrandomäne und 
Disintegrin-/cysteinreicher Domäne von ADAM17, die das PMA-stimulierte Shedding des 
humanen TNF-α  vermittelt.  
In dieser Arbeit wird erstmals die mögliche Rolle der Transmembrandomänen von ADAM10 
und ADAM17 bei der Vermittlung der Regulation und Spezifität des Sheddings beschrieben. 
Einen möglichen Einfluss der Transmembrandomäne auf die Konformation oder Orientierung 
der cysteinreichen Domäne, die in vielen Untersuchungen als notwendig für die Substrat-
erkennung durch ADAMs beschrieben worden ist, wäre denkbar. Die zugrundeliegenden 
molekularen Mechanismen sind allerdings noch unklar und sollen Gegenstand weiterer 
Untersuchungen sein. 
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7 Summary  
 
The Fas Ligand is descibed as an apoptosis inducing molecule that is expressed on the surface 
of T-cells, NK-cells, some tumor cells as well as cells of the immunprivileged tissue. The 
proteolytic release of Fas Ligand contributes to the negative regulation of the apoptotic 
activity of this death ligand. 
Although increased serum levels of soluble Fas Ligand were described for many 
pathophysiological conditions, the Fas Ligand-releasing protease has not yet been identified.  
In this work, using pharmacological, biochemical and genetic analyses, a critical involvement 
of the disintegrin metalloprotease ADAM10 for the shedding of Fas Ligand was 
demonstrated. The essential role of ADAM10 was shown in mouse fibroblasts and human 
epithelial and hematopoietic cells.  
Furthermore, an upregulation of cell-mediated FasL cytotoxicity of tumor cells by ADAM10-
inhibition could be demonstrated. Therefor, a dysregulation of ADAM10 activity could play a 
role in the “tumor counterattack” mechanism. 
Importantly, the specific inhibition of ADAM10 activity increased the Fas Ligand dependent 
activation induced cell death of T-cells. The experiments suggest that ADAM10 might play a 
major role in the regulation of this death pathway.  
The investigation of the regulatory aspects of Fas Ligand shedding did not reveal a 
dependency of Fas Ligand shedding on receptor binding or on endocytosis of surface Fas 
Ligand. The processing pattern of inactive human Fas Ligand mutants suggests that the 
trimeric form of Fas Ligand is a substrate for ADAM10. 
Experiments using chimeras in which domains of ADAM10 were exchanged against the 
corresponding domains of the homologue ADAM17 (TACE), which is not able to shed Fas 
Ligand, showed a participation of all domains in determining substrate specificity. Here, the 
extracellular domain and the transmembrane domain appear of specific importance, whereas 
the cytoplasmic domain contibuted only partially to Fas Ligand shedding. 
Using mouse ADAM10/ADAM17 double deficient fibroblasts it was shown that ADAM10 
can mediate an effective constitutive, but not PMA-induced shedding of TNF-α. 
Analysing the regulation and specificity of TNF-α shedding using the ADAM10/ADAM17 
chimeric proteases, a functional unit consisting of the transmembrane and cystein rich 
domains could be identified, which mediates the PMA-inducibility of TNF-α shedding. 
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In this work a possible role of the transmembrane domains of ADAM10 and ADAM17 in 
mediating regulation and specificity of shedding events is described for the first time. A 
possible influence of the transmembrane domain on the conformation of the cystein rich 
domain, which is needed for the substrate recognition by ADAMs, is suggested. The 
underliing molecular mechanisms are subject to further studies. 
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